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1. Zusammenfassung 

 

Streptococcus pneumoniae ist der Haupterreger der ambulant erworbenen Pneumonie, welche 

jährlich weltweit geschätzte 1,2 Millionen Todesopfer fordert und ein erhebliches 

medizinisches und sozioökonomisches Problem darstellt. Steigende Resistenzraten der 

Pneumokokken gegen wirksame Antibiotika und ein bislang unzureichender Impfschutz 

machen die Entschlüsselung der Interaktionsmechanismen zwischen Pneumokokken und 

Zellen des angeborenen Immunsystems zur Erschließung neuer Therapiemöglichkeiten 

unabdingbar. Die Aktivierung myeloider Zellen im alveolären Kompartiment ist von 

entscheidender Wichtigkeit für die Eliminierung eindringender Pathogene in die Lunge. Die 

Ausgangshypothese der vorliegenden Dissertation lautet, dass der Stammzellfaktor Krüppel-

like Faktor 4 (KLF4) für die Aktivierung von Makrophagen durch Streptococcus pneumoniae 

eine wichtige Rolle spielt. Dabei konnte gezeigt werden, dass Pneumokokken dosisabhängig 

KLF4 in murinen, aus Knochenmarkszellen differenzierten Makrophagen (BMMs) 

induzieren. Diese Induktion erfolgt nur durch lebende Pneumokokken, die direkten Kontakt 

mit den BMMs haben und Autolysin LytA-abhängig DNA freisetzen. LytA-defiziente 

Pneumokokken können KLF4 in BMMs nicht induzieren. Werden den LytA-defizienten 

Pneumokokken freie prokaryotische oder fremde (humane) bzw. eigene (murine) 

eukaryotische DNA-Moleküle zugesetzt, wird die KLF4 Induktion wiederhergestellt. 

Experimente mit TLR9, MyD88 und TRIF knockout BMMs zeigten, dass TLR9, MyD88 und 

TRIF teilweise an dieser Induktion beteiligt sind. Zur Untersuchung der Funktion von KLF4 

wurden BMMs aus in vivo mit 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) behandelten ERT-Cre+/-

/KLF4loxP/loxP (KLF4 knockdown) Mäusen eingesetzt. Mit Pneumokokken stimulierte KLF4 

knockdown BMMs bildeten weniger Keratinozyten Chemokin (engl. „keratinocyte 

chemoattractant“, KC) und mehr Interleukin (IL) 10 als die entsprechenden Wildtypen. 

Zusammenfassend konnte im Rahmen der Dissertation gezeigt werden, dass Pneumokokken 

KLF4 in BMMs über TLR9, MyD88, TRIF sowie einen bisher unbekannten DNA-Rezeptor 

induzieren, was zur Ausbildung eines proinflammatorischen Makrophagenphaenotyps führt. 
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1.1 Abstract 

 

Streptococcus pneumoniae, or pneumococcus, is the agent most prone to cause community-

acquired pneumonia (CAP), resulting in 1.2 million deaths every year worldwide and 

therefore representing a major medical and socio-economical challenge. The increasing 

resistance of the pneumococci against effective antibiotics and the insufficient protection 

provided by vaccination underline the necessity to comprehend the interaction between the 

pneumococci and the innate immune cells in order to develop new therapeutic strategies. The 

activation of myeloid cells in the alveolar compartment is of utmost importance for 

eliminating invading pathogens in the lungs. The hypothesis of this thesis is that the 

transcription factor Krueppel-like factor 4 (KLF4) plays an essential role in the activation of 

macrophages by pneumococci. The results of the current analysis have shown that the 

pneumococci induce a dose-dependent KLF4 expression in murine bone marrow-derived 

macrophages (BMMs). However, only viable pneumococci, which have direct contact to the 

host cells and release autolysin LytA-dependent DNA, induce KLF4. Mutants lacking 

autolysin LytA were not able to induce KLF4. Yet, the exogenous supplementation of 

prokaryotic and foreign (human) or own (mouse) eukaryotic DNA restored pneumococci-

related induction of KLF4 by these mutant bacteria. Experiments using TLR9, MyD88 and 

TRIF knockout BMMs revealed that TLR9, MyD88 and TRIF were partly involved in the 

induction of KLF4. In order to investigate the function of KLF4, BMMs of in vivo with 4-

hydroxytamoxifen (4-OHT) induced ERT-Cre+/-/KLF4loxP/loxP (KLF4 knockdown) mice were 

used. The loss of KLF4 expression reduced the pneumococci-dependent release of 

keratinocyte chemoattractant (KC) and enhanced the secretion of interleukin (IL) 10. To 

conclude, pneumococci-related KLF4 induction in BMMs is partly mediated via TLR9, 

MyD88, TRIF and a hitherto unknown host cell DNA sensor leading to a proinflammatory 

macrophage phenotype. 

 

 

 

 

 

 



2. Verzeichnisse 

7 

 

2. Verzeichnisse 

 

2.1 Abbildungsverzeichnis 

Abb 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Streptococcus  pneumoniae ..................... 16 

Abb 2: Schematische Übersicht über die Makrophgagensubpopulationen .............................. 21 

Abb 3: Streptococcus pneumoniae induziert KLF4 in WT BMMs ......................................... 51 

Abb 4: Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in BMMs ist teilweise 

abhängig von TLR9 und MyD88 ............................................................................................. 52 

Abb 5: Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in BMMs ist unabhängig von 

den Src-Kinasen ....................................................................................................................... 53 

Abb 6: Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in BMMs ist teilweise 

abhängig von TRIF aber unabhängig von NOD2 .................................................................... 54 

Abb 7: Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in BMMs ist unabhängig von 

TLR2, SIGN-R1 und Pneumolysin .......................................................................................... 55 

Abb 8: Inflammasome sind nicht an der Induktion von KLF4 durch Streptococcus 

pneumoniae in BMMs beteiligt ................................................................................................ 56 

Abb 9: Bekapselte Pneumokokken induzieren KLF4 in WT BMMs schwächer, die KLF4-

Induktion ist jedoch Phagozytose-unabhängig ......................................................................... 57 

Abb 10: Für die Induktion von KLF4 müssen die Pneumokokken direkten Kontakt mit den 

BMMs haben ............................................................................................................................ 58 



2. Verzeichnisse 

8 

 

Abb 11: Für die Induktion von KLF4 in BMMs müssen die Pneumokokken lebendig sein und 

replizieren ................................................................................................................................. 59 

Abb 12: Direkter Kontakt zwischen Pneumokokken und BMMs sowie ein bei der bakteriellen 

Autolyse freigesetzter Faktor sind für die Induktion von KLF4 in BMMs notwendig .............. 60 

Abb 13: Für die Induktion von KLF4 in BMMs ist direkter Kontakt mit den Pneumokokken 

sowie freie bakterielle DNA notwendig ................................................................................... 61 

Abb 14: LytA-defiziente Pneumokokken induzieren auch in Kombination mit freier pro- oder 

eukaryotischer DNA aus anderen Organismen KLF4 in BMMs, nicht jedoch mit freier RNA

 .................................................................................................................................................. 62 

Abb 15: Die Induktion von KLF4 durch Pneumokokken in BMMs ist unabhängig von RAGE 

und STING ............................................................................................................................... 63 

Abb 16: Die Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in BMMs ist unabhängig 

von IFNAR und IFNβ .............................................................................................................. 64 

Abb 17: Nachweis des KLF4 knockdown im Western Blot ..................................................... 65 

Abb 18: KLF4 KD BMMs erscheinen nach Stimulation mit Pneumokokken stärker 

morphologisch verändert .......................................................................................................... 65 

Abb 19: KLF4 steigert die Bildung von KC und reduziert die Bildung von IL-10 durch 

BMMs bei Infektion mit Streptococcus pneumoniae ............................................................... 66 

Abb 20: Übersicht über die am Induktionsmechanismus von KLF4 durch Pneumokokken in 

BMMs beteiligten Rezeptoren und Signalwege ....................................................................... 79 

Abb 21: Übersicht über die nicht an der Induktion von KLF4 durch Pneumokokken in BMMs 

beteiligten Rezeptoren und Signalwege ................................................................................... 80 



2. Verzeichnisse 

9 

 

2.2 Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1: Übersicht über TLRs, Korezeptoren und Liganden ................................................ 23 

Tabelle 2: Medien Zellkultur .................................................................................................... 33 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien Zellkultur ........................................................................... 34 

Tabelle 4: Stimulantien und Inhibitoren ................................................................................... 34 

Tabelle 5: Übersicht über verwendete Pneumokokkenstämme ............................................... 35 

Tabelle 6: Medien Bakterienkultur........................................................................................... 35 

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien Bakterienkultur .................................................................. 36 

Tabelle 8: Puffer und Lösungen für ELISA ............................................................................. 36 

Tabelle 9: Puffer und Lösungen für Western Blot ................................................................... 37 

Tabelle 10: Puffer für Gelelektrophorese ................................................................................. 38 

Tabelle 11: Gele für Western Blot ........................................................................................... 38 

Tabelle 12: Western Blot-Antikörper (AK) ............................................................................. 39 

Tabelle 13: Kits ........................................................................................................................ 39 

Tabelle 14: Verbrauchsmaterialien Molekularbiologie ............................................................ 40 

Tabelle 15: Geräte .................................................................................................................... 41 



2. Verzeichnisse 

10 

 

2.3 Abkürzungsverzeichnis 
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(Système International d'unités) Einheiten. 
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3. Einleitung 

 

3.1 Pneumonie 

Eine Pneumonie beschreibt eine akute oder chronische Entzündung des Lungenparenchyms, 

welche allergischer, chemischer, physikalischer, zumeist jedoch infektiöser Genese ist [1]. Im 

Wesentlichen sind hierfür Bakterien und Viren verantwortlich, welche durch Aspiration aus 

dem Nasopharynx, Inhalation erregerhaltiger Tröpfchen oder seltener hämatogen in die Lunge 

gelangen [1]. Die Schädigung des Lungenparenchyms wird sowohl durch die Vermehrung der 

Mikroben im alveolären Kompartiment als auch durch die dadurch induzierte Immunantwort 

verursacht [2]. Eine wichtige Rolle bei dieser Immunantwort spielen Alveolarmakrophagen, 

welche die eingedrungenen Erreger phagozytieren, abtöten und eine inflammatorische 

Kaskade in Gang setzen [2]. Durch freigesetzte Chemokine werden neutrophile Granulozyten 

rekrutiert [3]. Die inflammatorische Antwort ist mitverantwortlich für die klinische 

Symptomatik der Pneumonie, wie Fieber u.a. induziert durch Tumornekrosefaktor-α (TNFα), 

oder purulentes Sputum durch zerfallende neutrophile Granulozyten [1]. Die Pneumonie ist 

weltweit die Infektionserkrankung mit der höchsten Anzahl an Todesopfern [4]. In Hinblick 

auf das zu erwartende Erregerspektrum ist eine Einteilung in ambulant erworbene 

Pneumonien (engl. „community-acquired pneumonia“, CAP) und nosokomial erworbene 

Pneumonien (engl. „hospital-acquired pneumonia“, HAP) sinnvoll [1]. Ambulant erworbene 

Pneumonien werden zu 30% und damit in erster Linie durch Streptococcus pneumoniae (S.p.) 

verursacht und gehen mit einer Sterblichkeit von ca. 14% einher [5], welche trotz aller 

medizinischen Fortschritte seit mehr als 50 Jahren nahezu unverändert hoch ist [6, 7]. Das 

Erregerspektrum nosokomial erworbener Pneumonien verschiebt sich in Richtung schwierig 

therapierbarer Keime wie Pseudomonas aeruginosa oder hochresistente gramnegative Erreger 

[8], was mitursächlich für die hohe Mortalität der HAP von bis zu 33-50% ist [9]. 

 

3.1.1 Pneumokokkenpneumonie 

Streptococcus pneumoniae ist der Haupterreger der ambulant erworbenen Pneumonie, welche 

jährlich weltweit geschätzte 1,2 Millionen Todesopfer fordert [10]. Die höchste Inzidenz 

schwerer, oft systemisch verlaufender Pneumokokkeninfektionen ist bei Kindern vor dem 5. 

Lebensjahr und bei älteren Patienten über 65 Jahren zu verzeichnen [11]. Als Ursache dafür 

wird bei Kindern u.a. eine verminderte Immunogenität der Pneumokokken diskutiert, die 
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aufgrund der dicken Polysaccharidkapsel und des noch unreifen kindlichen Immunsystems 

eine insuffiziente humorale Immunantwort induzieren [11]. Bei älteren Patienten steigt mit 

zunehmendem Alter die Häufigkeit von Begleiterkrankungen wie Herz- oder 

Niereninsuffizienz, welche schwere Krankheitsverläufe begünstigen [12]. Auch wenn die 

Kausationskette für die Entstehung einer Pneumokokkenpneumonie bislang nicht 

abschließend geklärt werden konnte, wird als Ausgangspunkt die Besiedlung des 

Nasopharynx mit einem Stamm von Streptococcus pneumoniae angenommen [13]. Gerade 

bei Kindern werden jedoch asymptomatische Kolonisierungen von mehreren Monaten 

beobachtet [14], welche nur zu einem vergleichsweise geringen Prozentsatz zu einer 

manifesten Pneumonie führen [10]. Schätzungsweise 10% aller Erwachsenen und 20-40% 

aller Kinder sind asymptomatische Träger von Pneumokokken im oberen Nasopharynx [14]. 

Wahrscheinlich gelangen die Erreger hauptsächlich durch Aspiration in die Lunge [13]. 

Abhängig von Faktoren wie der Virulenz des infizierenden Serotyps und der Abwehrlage des 

Wirts kann es zur Ausbildung einer Pneumonie kommen [13]. Eine verminderte mukozilliäre 

Reinigung, ein Immunglobulin A (IgA)-Mangel, Epithelschäden durch Rauchen oder eine 

vorausgegangene Virusinfektion wirken begünstigend [11, 13, 15]. Das klinische Bild der 

Pneumokokkenpneumonie reicht von geringfügiger Symptomatik bis hin zu fulminant 

tödlichen Verläufen [1]. Häufige Symptome sind plötzlich einsetzendes Fieber mit 

Schüttelfrost, produktivem Husten, Dyspnoe, Thoraxschmerzen bei Pleurabeteiligung und 

stark reduziertem Allgemeinbefinden [1]. Zur Initialdiagnostik gehört die Bestimmung der 

Vitalparameter, die Anfertigung einer Röntgen-Thorax Aufnahme in zwei Ebenen, die 

Bestimmung der Entzündungs- (Leukoyztenzahl, CRP-Wert) und Retentionsparameter 

(Kreatinin-Wert, glomeruläre Filtrationsrate) und die Abnahme von Blut- und 

Sputumkulturen vor Beginn einer Antibiotikatherapie [16]. Vor allem für antibiotisch 

vorbehandelte Patienten oder bei erschwerten Bedingungen für eine Sputumgewinnung ist der 

Nachweis des Kapselpolysaccharides von Streptococcus pneumoniae im Urin eine sinnvolle 

diagnostische Option [14]. Diese Methode ist insbesondere bei bakteriämischen 

Krankheitsverläufen sehr sensitiv [14]. Zur Einschätzung des Schweregrades und der 

Notwendigkeit einer stationären Behandlung dient u.a. der CRB-65 Score [17].  

Die Wahl des initialen Antibiotikums richtet sich nach dem klinischen Schweregrad der 

Pneumonie sowie den Komorbiditäten des Patienten und reicht von einem oralen 

Aminopenicillinpräparat (bzw. Fluorchinolon bei Penicillinallergie) bei leichten Fällen bis zu 

einem intravenösen β-Lactam Präparat mit breitem Spektrum (wie Piperacillin/Tazobactam) 

in Kombination mit einem Makrolid bei schweren Pneumonien [16]. Nach Einleitung einer 
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Abbildung 1: 

Elektronenmikroskopische Aufnahme 

von Streptococcus  pneumoniae 

Balken = 500 nm; Quelle: RKI  [23] 

empirischen Antibiotikatherapie sollte nach Möglichkeit eine Resistenztestung des kausalen 

Pneumokokkenstammes auf gängige Antibiotika erfolgen und die antibiotische Medikation 

entsprechend angepasst werden [18]. Zunehmende Antibiotikaresistenzen stellen ein 

ernstzunehmendes Problem dar. Die Prävalenz penicillinresistenter Stämme in Europa ist 

länderabhängig: 25-50% in Spanien, Frankreich und Griechenland, 10-25% in Portugal, Irland 

und Finnland sowie 1-5% in England, Deutschland, Österreich, Schweden und Norwegen 

[19]. Resistenzraten für Makrolide variieren ebenfalls: 25-50% in Frankreich, Italien und 

Griechenland, 10-25% in Spanien, Portugal, England, Deutschland, Norwegen und Finnland 

sowie 1-5% in Schweden [19]. Auch die Wirksamkeit des gängigen 23-valenten Impfstoffes 

gegen Pneumokokken ist insbesondere bei älteren Patienten mit chronischen Erkrankungen 

nicht suffizient [20]. Speziell für Kinder unter 2 Jahren entwickelte Konjugatimpfstoffe 

senken deutlich die Rate invasiver Pneumokokkeninfektionen, decken jedoch nur maximal 13 

der mehr als 90 Serotypen von Streptococcus pneumoniae ab und sind zudem sehr teuer [21]. 

Dies verdeutlicht die Notwendigkeit, durch ein besseres Verständnis der molekularen 

Mechanismen der Pneumokokkenpneumonie neue Behandlungsmöglichkeiten zu erschließen.  

 

3.2 Pneumokokken 

Streptococcus pneumoniae ist ein lanzettförmiges, fakultativ anaerobes, grampositives 

Bakterium, welches sich paarweise oder in kurzen Ketten zusammenlagert [15]. 

Humanpathogene Bedeutung hat es als Erreger der Pneumonie mit häufig bakteriämischen 

Verläufen, Meningitis, Otitis media und Sinusitis [22]. 

Das von den Pneumokokken produzierte Pneumolysin 

ist ursächlich für das vergrünende, α-hämolysierende 

Wachstumsverhalten auf Blutagar [11]. Zurzeit sind 

mehr als 90 verschiedene Kapselserotypen bekannt, 

welche sich in geografischer Verteilung, Pathogenität 

und Altersprävalenz unterscheiden [13]. Durch die 

Fähigkeit der Pneumokokken, kapselkodierende 

Genabschnitte auszutauschen, ist der Serotyp einer 

ständigen Plastizität unterworfen [13]. [23] 
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3.2.1 Virulenzfaktoren der Pneumokokken 

Streptococcus pneumoniae verfügt über eine Vielzahl von Virulenzfaktoren, deren 

individuelle krankheitsfördernde Bedeutung von der anatomischen Lokalisation des Erregers 

im Wirt und dem Stadium der Erkrankung abhängig ist [24]. Die folgende Übersicht 

fokussiert auf Pneumonie-relevante Mechanismen. 

Zu den wichtigsten Pathogenitätsfaktoren der Pneumokokken gehört die 200-400 nm dicke 

Polysaccharidkapsel, welche zumeist kovalent an die Außenseite der Zellwand gebunden ist 

und die äußerste Hülle der Pneumokokken darstellt [24]. Unbekapselte Stämme sind als 

weitestgehend avirulent einzuschätzen, obwohl sie oberflächliche Infektionen wie 

Konjunktivitiden auslösen können [25]. Die Kapsel erfüllt eine Vielzahl von Funktionen im 

Krankheitsverlauf. Sie erleichtert den Pneumokokken nach Eintritt in den Nasenrachenraum 

die Mukusbarriere zu überwinden und somit Zugang zu den Schleimhautepithelzellen zu 

erlangen [24]. Zur besseren Adhäsion an die Epithelzellen sind die Erreger in der Lage, die 

Dicke ihrer Kapsel zeitweise deutlich zu reduzieren, was Adhäsionsmoleküle freilegt [26]. 

Normalerweise sind diese Moleküle zur Verhinderung einer Opsonisierung und Phagozytose 

durch die Kapsel maskiert [24]. 

Die Zellwand der Pneumokokken besteht aus einer Dreifachschicht Peptidoglykane, in welche 

Teichon- und Lipoteichonsäureketten mit Phosphorylcholin-gruppen (ChoP) verankert sind 

[15]. Im Gegensatz zur Kapsel ist die Zellwand stark immunogen [15]. 

Pneumokokken besitzen eine Reihe von proteinergen Virulenzfaktoren. Besonders bedeutsam 

ist die Gruppe der Cholin-bindenden Proteine mit den Hauptvertretern PspA (engl. 

„pneumococcal surface protein A“), CbpA (engl. „choline-binding protein A“) und den 

Autolysinen. Weitere proteinerge Virulenzfaktoren sind das Pneumolysin, die IgA1-Protease, 

verschiedene Exoglycosidasen (wie die Neuraminidase) und die Hyaluronidase [22, 27]. 

Der Gruppe der Cholin-bindenden Proteine auf der Oberfläche der Pneumokokken ist 

gemeinsam, dass sie über ChoP in der Zellwand verankert sind [24]. PspA hemmt die 

Bindung des Komplementfaktors C3b und damit den alternativen Weg der 

Komplementaktivierung [28]. CbpA spielt v.a. als Adhäsin an Epithelzellen eine wichtige 

Rolle und erlaubt ein Andocken an polymere Immunglobulin-Rezeptoren auf sekretorischen 

Epithelzellen der Mukosa [29]. Die Autolysine zählen zur Familie der Mureinhydrolasen und 

ermöglichen den Pneumokokken durch Spaltung kovalenter Bindungen der Zellwand eine 

Selbstauflösung (Autolyse) [30]. Streptococcus pneumoniae exprimiert fünf verschiedene 

Autolysine: LytA (N-Acetylmuramoyl-L-Alanine Amidase), LytB (Endo-β-N-

Acetylglucosaminidase), LytC (1,4-β-N-Acetylmuramidase), Pce (engl. „pneumococcal 
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phosphorylcholinesterase“) und CbpD (engl. „choline-binding protein D“) [30, 31]. 

Autolysine sind bedeutsam für grundsätzliche biologische Vorgänge in Pneumokokken wie 

Zellwandsynthese oder Zellteilung [30]. Hauptverantwortlich für die eigentliche Autolyse ist 

LytA [32]. Während der logarithmischen Wachstumsphase der Pneumokokken befindet sich 

LytA größtenteils im Zytoplasma und akkumuliert erst auf der Zellwand, wenn beispielsweise 

durch Nährstoffmangel die stationäre Wachstumsphase erreicht wird [32]. Die dann 

einsetzende Autolyse setzt intrazelluläre Strukturen wie DNA- oder RNA-Moleküle und 

Zellwandfragmente frei, welche potente Aktivatoren des Immunsystems sind [32]. LytB wird 

vor allem in der frühen exponentiellen Wachstumsphase exprimiert und ist für die Separation 

der Tochterzellen im Rahmen der Zellteilung verantwortlich [30]. LytB knockout 

Pneumokken können sich in der Lunge nicht ausbreiten, da sie in Ketten von mehr als 100 

Bakterien wachsen und dadurch stark immobilisiert sind [30]. LytC bewirkt ebenfalls eine 

Autolyse in der stationären Wachstumsphase mit einem Temperaturoptimum bei 30°C [33]. 

Es dient vermutlich der Freisetzung von DNA-Molekülen für den horizontalen Genaustausch 

zwischen Pneumokokken im oberen Respirationstrakt während der Kolonisierungsphase [33]. 

Pce reguliert die Dichte von ChoP auf der Zellwand, was u.a. eine Bindung des CRP an ChoP 

erschwert und wahrscheinlich einen Mechanismus der Immunevasion darstellt [34].        

CbpD vermittelt den sogenannten „Geschwistermord“: Streptococcus pneumoniae ist in der 

Lage, freie (bakterielle) DNA-Moleküle aufzunehmen und in das eigene Erbgut zu 

integrieren, um sich seiner Umgebung möglichst optimal anzupassen. Zur Bereitstellung der 

DNA töten kompetente Pneumokokken einen Teil der Nachbarkolonien, was als 

„Geschwistermord“ (engl. „fracticide“) bezeichnet wird [31]. 

Durch Autolyse wird auch das Exotoxin Pneumolysin (Ply) freigesetzt [15, 35]. In niedriger 

Konzentration und somit v.a. im Anfangsstadium einer Infektion wirkt es hemmend auf den 

Zilienschlag des Bronchialepithels und vermindert den Pneumokokkenabtransport aus der 

Lunge [36]. Zudem induziert es einerseits eine Immunantwort durch Komplementaktivierung 

und Stimulation der Bildung proinflammatorischer Zytokine wie TNFα und Interleukin (IL) 

1β durch Makrophagen, andererseits inhibiert es die Funktion neutrophiler Granulozyten [35]. 

In hohen Konzentrationen lagert es sich auf Wirtszellmembranen zu Poren zusammen und 

wirkt direkt zytotoxisch auf Epithel- und Immunzellen [15]. 

Immunglobulin-A1 (IgA1) ist mit einem Anteil von mehr als 90% am Gesamt-IgA der 

Schleimhautbarriere im Nasenrachenraum und Bronchialsystem ein wichtiger Baustein der 

ersten Verteidigungslinie gegen eindringende Erreger. Diese umgeht Streptococcus 

pneumoniae u.a. durch Bildung einer IgA1-Protease, was ihm eine Vermehrung im Mukus der 
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Schleimhäute ermöglicht [24]. Mit Hilfe von Exoglykosidasen wie der Neuraminidase spalten 

Pneumokokken terminale Kohlenhydratketten von Glykoproteinen beispielsweise auf der 

Oberfläche von Epithelzellen ab. Damit demaskieren sie wahrscheinlich Adhäsionsmoleküle 

und setzen zudem Nährstoffe frei [24]. Die Expression einer Hyaluronidase zur Spaltung 

extrazellulärer Matrixbestandteile erleichtert das Eindringen in Wirtsgewebe [22]. 

 

3.3 Immunsystem 

Alle lebenden Organismen haben Strategien zum Schutz vor Infektionen entwickelt. Die 

Gesamtheit dieser Strategien wird bei höheren Lebewesen als Immunsystem bezeichnet [37]. 

Das humane Immunsystem wird in einen angeborenen und einen erworbenen Teil 

untergliedert, welche eng miteinander verzahnt sind [38]. Das phylogenetisch ältere, 

angeborene Immunsystem umfasst eine Reihe von Elementen, welche die erste 

Verteidigungslinie gegen eindringende Erreger bilden [38, 39]. Von zentraler Bedeutung sind 

dabei Makrophagen, dendritische Zellen und Mastzellen, welche mittels mustererkennender 

Rezeptoren (engl. „pattern recognition receptors“, PRRs) zwischen fremd und nicht fremd 

(körpereigen) unterscheiden und eine schnelle, aber unspezifische Immunantwort einleiten 

[40, 41]. Die Wirksamkeit dieser Immunantwort wird durch erhebliche Kollateralschäden an 

körpereigenem Gewebe limitiert [42]. 

Das erworbene Immunsystem ist eine verhältnismäßig junge Errungenschaft der Wirbeltiere 

und wird insbesondere durch T- und B-Zellen vermittelt [38]. Seine Aktivierung erfolgt durch 

antigenpräsentierende Phagozyten des angeborenen Immunsystems in Lymphknoten oder 

Milz über hochspezifische T-/B-Zellrezeptoren [39]. Nach Selektion und mehrtägiger 

Expansion sowie Reifung der spezifischen T-/B-Zellklone ermöglichen diese durch eine 

antigenfokussierte Steuerung von Effektorzellen des angeborenen Immunsystems bzw. eine 

Antikörperbildung eine effiziente Erregerabwehr bei gleichzeitiger Minimierung von 

Kollateralschäden sowie die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses [38, 42]. Das 

erworbene Immunsystem spielt jedoch auch eine wichtige Rolle in der Pathogenese von 

Allergien, Autoimmunkrankheiten und Transplantatabstoßungen [43]. 

Da sich die vorliegende Arbeit mit Mechanismen der angeborenen Immunität beschäftigt, 

wird deren Darstellung im folgenden Kapitel vertieft. 
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3.3.1 Elemente der angeborenen Immunantwort 

Das angeborene Immunsystem bildet keine einheitliche Entität, sondern besteht aus 

verschiedenartigen, sich teilweise wechselseitig beeinflussenden Subsystemen mit 

unterschiedlichen Teilfunktionen in der Erregerabwehr [38, 39]. 

Das Epithel der Haut und Schleimhaut dient als mechanische Barriere für eindringende 

Pathogene und bildet antimikrobiell wirksame Peptide wie Lysozyme, Cathelicidine und β-

Defensine, welche zum Teil auch als Chemokine für Granulozyten, dentritische Zellen und 

Mastzellen fungieren [44]. In der Lunge sondert das Epithel zusätzlich eine durch 

Flimmerhärchen kontinuierlich abtransportierte und erneuerte Mukusschicht ab, in der sich 

inhalierte Partikel und Erreger verfangen [38]. 

Weitere Bausteine der angeborenen Immunität stellen Akute-Phase-Proteine und die Faktoren 

des Komplementsystems dar. Akute-Phase-Proteine wie CRP (engl. „C-reactive protein“) 

werden in der Leber vor allem in der Frühphase einer Infektion als Antwort auf 

proinflammatorische Zytokine wie IL-6 oder IL-1β gebildet. Sie agieren als Opsonine der 

eindringenden Pathogene und aktivieren u.a. das Komplementsystem [45]. Dieses wirkt 

ebenfalls opsonisierend, chemotaktisch auf Makrophagen und durch die Bildung von 

Membranangriffskomplexen selbst antimikrobiell [39]. 

Eine zentrale Rolle im angeborenen Immunsystem nehmen die Phagozyten, speziell die 

Makrophagen, ein, deren Funktion einer interessanten Plastizität unterliegt. Die Einteilung der 

Makrophagen in proinflammatorische M1 (engl. „classically activated macrophages“) und 

antiinflammatorische M2 Makrophagen (engl. „alternatively activated macrophages“) konnte 

auf drei Zustandsformen mit fließenden Übergängen und Zwischenstufen erweitert werden 

(siehe Abbildung 2) [46]. Auch bei dieser Einteilung handelt es sich jedoch um ein 

theoretisches Konzept, dessen tatsächliche Übertragbarkeit auf das Immunsystem des 

Menschen noch zu verifizieren ist. Nach dieser neueren Untergliederung stellen die klassisch 

aktivierten Makrophagen die eigentlichen Effektorzellen der angeborenen Immunantwort dar. 

Sie phagozytieren und eliminieren opsonisierte Erreger, bilden toxische Sauerstoff- und 

Stickstoffradikale, aktivieren als antigenpräsentierende Zellen die erworbene Immunantwort 

und bilden proinflammatorische Zytokine wie IL-6 oder IL-8 [46]. Diese antimikrobielle 

Reaktion ist jedoch unter Umständen auch toxisch für körpereigenes Gewebe und an der 

Pathogenese von Autoimmunkrankheiten beteiligt [47, 48]. Die wundheilenden Makrophagen 

(engl. „wound-healing macrophages“) bilden extrazelluläre Matrix und wirken wie die 

regulatorischen Makrophagen (engl. „regulatory macrophages“) eher unterdrückend auf die 

Entzündungsreaktion, letztere durch Bildung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 [46]. 
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Dies trägt dazu bei, entzündungsbedingte Schäden an körpereigenem Gewebe einzudämmen 

bzw. zu reparieren. Die Entscheidung, welche Zustandsform ein Makrophage einnimmt, 

erfolgt durch endogene Stimuli sowohl des angeborenen als auch des erworbenen 

Immunsystems sowie der Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrinden-Achse [46, 49]. 

Stress führt z.B. zur Ausschüttung von Glukokortikoiden, was regulatorische Makrophagen 

induziert und damit das Immunsystem schwächt [49]. 

 

 

 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) sind ein weiteres zelluläres Element des angeborenen 

Immunsystems. Sie sind auf die Abwehr intrazellulärer Erreger wie Viren spezialisiert und 

induzieren eine Apoptose von befallenen Körperzellen [39]. Zudem produzieren sie vor allem 

in der Frühphase einer Infektion Interferon (IFN) γ, welches Makrophagen in eine 

proinflammatorische (klassisch aktivierte) Zustandsform versetzt [46]. 

Auch eosinophile und basophile Granulozyten sowie Mastzellen gehören zum angeborenen 

Immunsystem. Sie dienen insbesondere als Schutzschild gegen mehrzellige Parasiten wie 

Würmer [39]. Die neutrophilen Granulozyten bilden die zahlenmäßig größte zelluläre Gruppe 

des angeborenen Immunsystems [43]. Sie wandern aus der Blutbahn in Entzündungsherde ein 

und phagozytieren bzw. eliminieren extrazelluläre Erreger. Zerfallende neutrophile 

Granulozyten stellen den Hauptbestandteil des Eiters dar [43]. 

 

Abbildung 2: Schematische Übersicht über die 

Makrophgagensubpopulationen 

Die zweidimensionale Einteilung in M1 und M2 

Makrophagen (A) wurde auf drei Populationen 

mit Zwischenstufen erweitert (B). Rot 

repräsentiert die klassisch aktivierten, Gelb die 

wundheilenden und Blau die regulatorischen 

Makrophagen. Sekundärfarben wie Grün 

symbolisieren Zwischenstufen wie Tumor-

assoziierte Makrophagen, welche sowohl 

Charakteristika der wundheilenden als auch der 

klassisch aktivierten Makrophagen zeigen [46]. 

Quelle: modifiziert nach Mosser et al. [46] 

A 

B
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3.3.2 Mustererkennende Rezeptoren 

Zu den grundsätzlichen Aufgaben des angeborenen Immunsystems zählt die Erkennung 

pathogener Erreger und deren Unterscheidung von körpereigenem Gewebe bzw. harmlosen 

Kommensalen. Diese Aufgabe ist ebenso bedeutsam wie schwierig, wenn die schier 

unendliche Vielfalt und hohe Mutationsrate pathogener Erreger bedacht wird [50]. 

Das angeborene Immunsystem bedient sich dafür einer überschaubaren Anzahl 

keimbahnkodierter Rezeptoren, den sogenannten mustererkennenden Rezeptoren (engl. 

„pattern recognition receptors“, PRRs) [40, 41, 50]. Diese werden von Immunzellen (wie 

Makrophagen und Dentrischen Zellen) und Nichtimmunzellen (wie Fibroblasten, Endothel- 

und Epithelzellen) exprimiert, welche zur angeborenen Immunantwort beitragen [40]. 

Zu den PRRs gehören membranständige Rezeptoren wie Toll-like Rezeptoren (engl. „toll-like 

receptors“, TLRs) oder C-Typ-Lektinrezeptoren (engl. „c-type lectin receptors“, CLRs) und 

zytosolische Rezeptoren wie NOD-like Rezeptoren (engl. “NOD-like receptors”, NLRs), 

RIG-I-like Rezeptoren (engl. „RIG-I-like receptors”, RLRs) und zytosolische DNA-

Rezeptoren [40, 51]. Ihre Stimulation führt u.a. zur Bildung von Zytokinen und Chemokinen, 

welche die Mechanismen des angeborenen und erworbenen Immunsystems steuern [38, 40]. 

PRRs erkennen sowohl pathogenspezfische Strukturen (engl. „pathogen-associated 

molecular patterns“, PAMPs) als auch Moleküle, die von beschädigten körpereigenen Zellen 

freigesetzt werden (engl. „damage-associated molecular patterns“, DAMPs) [40]. PAMPs 

sind ideale mikrobielle Erkennungsstrukturen, weil sie drei grundsätzliche Eigenschaften 

erfüllen: Erstens werden sie nur von Mikroben und nicht von Wirtszellen gebildet. Dies 

erlaubt eine Unterscheidung in fremd und körpereigen. Zweitens werden sie von allen 

Vertretern einer bestimmten Klasse von Mikroorganismen unverändert exprimiert. Das 

ermöglicht einer begrenzten Zahl von PRRs praktisch jeden Erreger zu erkennen. 

Lipopolysaccharid (LPS) ist beispielsweise auf allen gramnegativen Bakterien nachweisbar. 

Somit kann ein PRR, der LPS erkennt, prinzipiell alle gramnegativen Bakterien erkennen. 

Drittens sind PAMPs essentiell für das Überleben der Erreger und können daher nur sehr 

begrenzt durch Mutationen verändert werden und sich der Immunerkennung entziehen [50, 

52]. Doch nicht jeder Mikroorganismus ist obwohl „fremd“ auch gefährlich (z.B. nützliche 

Kommensalen des oberen Respirations- oder Magen-Darm-Traktes) und nicht alles 

„körpereigene“ ist harmlos (z.B. mutiertes, entartetes Gewebe) [53]. Matzinger et al. 

entwickelten auf Basis dieser Überlegung das sogenannte „Gefahrenmodell“ (engl. „danger-

model“). Demnach werden die PRRs des angeborenen Immunsystems auch durch DAMPs 

aktiviert, welche von gestressten oder traumatisierten Zellen freigesetzt werden und dem 
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Körper Gefahr signalisieren [53]. Wichtige DAMPs sind DNA- oder RNA-Fragmente, 

Hitzeschockproteine oder Bruchstücke von Hyaluronan [53, 54].  

Überdies sind die Zellen des angeborenen Immunsystems mithilfe einiger PRRs in der Lage, 

tote von lebendigen Erregern zu unterscheiden [55]. Auch tote Erreger sind „fremd“, aber nur 

lebendige Erreger sind pathogen und rechtfertigen eine volle Immunantwort. Diese 

Unterscheidung gelingt durch Erkennung von „vita-PAMPs“ wie freier bakterieller mRNA 

(engl. „messenger RNA“), einem Merkmal lebendiger Bakterien [55]. 

Die verschiedenen Klassen der PRRs sollen nun im Einzelnen vorgestellt werden. 

 

3.3.2.1 Toll-like Rezeptoren (TLRs) 

Die Familie der Toll-like Rezeptoren gehört zu den am besten untersuchten PRRs. Bisher 

konnten 10 humane und 12 murine TLRs identifiziert werden [40, 56, 57]. Die TLRs 1 bis 9 

sind dabei interspeziell funktionell ähnlich, TLR10 wird nur von Menschen und TLR 11 bis 

13 nur von Mäusen exprimiert [56]. 

TLRs sind transmembranöse Glykoproteine, bestehend aus einer N-terminalen Leucin-reichen 

Liganden-Bindungsregion und einer Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR)-Domäne, welche der 

Aktivierung nachgeschalteter Signalwege dient [40]. Die verschiedenen TLRs unterscheiden 

sich im Hinblick auf die von ihnen erkannten PAMPs bzw. DAMPs, aktivierte Signalwege 

und ihre Lokalisation. Die TLRs 1, 2, 4, 5, 6 und 11 werden primär auf der Zelloberfläche 

exprimiert und erkennen extrazelluläre PAMPs von Bakterien, Pilzen und Protozoen, 

wohingegen die TLRs 3, 7, 8 und 9 endolysosomal hauptsächlich bakterielle, virale und 

eukaryotische Nukleinsäuren detektieren [40, 56]. Tabelle 1 gibt einen Überblick über 

Korezeptoren und Liganden der TLRs. 

 

Tabelle 1: Übersicht über TLRs, Korezeptoren und Liganden 

TLR Korezeptor Hauptligand(en) Quelle 

TLR1 TLR2 Bakterielle triacetylierte Lipoproteine [40] 

TLR2 Dectin-1  Lipoteichonsäure grampos. Bakterien, virale/parasitäre/fungale 

Oberflächenstrukturen 

[40] 

TLR3 - Virale dsRNA (engl. „double-stranded RNA“) [40] 

TLR4 MD2, CD14 LPS gramneg. Bakterien, virale Hüllproteine, Pneumolysin von 

Streptococcus pneumoniae 

[56] 

TLR5 - Flagellin [56] 

TLR6 TLR2 Bakterielle diacetylierte Lipoproteine [40] 
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TLR7 - Virale und bakterielle ssRNA (eng. „single-stranded RNA“) [40]  

TLR8 - Virale und bakterielle ssRNA [40] 

TLR9 - Bakterielle, virale, eukaryotische DNA, Hemozoin [57, 58]  

TLR10 TLR2 Unbekannt [59]  

TLR11 TLR12 Uropathogene Bakterien, Profilin [56, 60]  

TLR12 TLR11 Profilin [60]  

TLR13 Unbekannt Bakterielle ribosomale RNA (23S rRNA) [61]  

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit spielt TLR9 eine wichtige Rolle. Nach Rekrutierung vom 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) wird TLR9 im Endolysosom durch Proteasen wie 

Cathepsin B, K und L und Asparagin-Endopeptidase prozessiert und steht anschließend für 

eine Ligandenbindung zur Verfügung [40]. Das Paradigma, TLR9 könne nur durch bakterielle 

oder virale unmethylierte Cytosin-Guanosin-Dinukleotidsequenzen (CpG) aktiviert werden 

[62], wird aktuell in Frage gestellt. Auch freie körpereigene DNA scheint TLR9 zu aktivieren 

[63]. Die endolysosomale Lokalisation von TLR9 und das Vorhandensein extrazellulärer 

DNasen verhindern jedoch einen direkten Kontakt [57]. Kommt es allerdings zu ausgedehnten 

nekrotischen Zellschäden, kann eukaryotische DNA u.a. im Komplex mit dem ebenfalls bei 

Nekrose freiwerdenden HMGB1 (engl. "high-mobility-group-protein B1") über RAGE (engl. 

"receptor for advanced glycation endproducts") in das endolysosomale Kompartiment 

gelangen und über TLR9 als DAMP eine Immunantwort induzieren [57, 64].  

Nach Bindung der TLRs an ihre Liganden kommt es zumeist zu einer Homodimerisierung 

oder Heterodimerisierung mit Korezeptoren (siehe Tabelle 1), was die Anlagerung von 

Adaptermolekülen wie MyD88 (engl. "myeloid differentiation primary response gene 88") 

oder TRIF (engl. "TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β") an die TIR-

Domäne und die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege ermöglicht [56]. MyD88 ist 

essenziell für alle TLRs, mit Ausnahme von TLR3, welcher hauptsächlich von TRIF abhängt 

[40]. Für TLR4 und TLR9 ist jeweils ein MyD88- und ein TRIF-abhängiger Signalweg 

beschrieben [40, 65]. Gemeinsame Endstrecke ist die Stimulation von Transkriptionsfaktoren, 

wie z.B. NF-κB (engl. "nuclear factor-κB"), IRF (engl. "IFN regulatory factor") 3/7 oder 

MAPKs (engl. "mitogen-activated protein kinases") [40]. Dies führt u.a. zur Bildung von 

Zytokinen, Chemokinen bzw. Typ 1 Interferonen sowie einer gesteigerten Expression von 

Genen, welche der Erregerabwehr, Stoffwechselkontrolle, Gewebereparatur oder der 

Regulation der TLR-Signaltransduktion selbst dienen [40]. Dabei birgt eine überschießende 
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oder inadäquate TLR-Aktivierung stets die Gefahr einer unter Umständen bedrohlichen, 

systemischen Entzündungs- oder Autoimmunreaktion [66]. 

 

3.3.2.2 C-Typ Lektinrezeptoren (CLRs) 

CLRs sind eine Klasse von membranständigen PRRs, die hauptsächlich von Makrophagen 

und Dendritischen Zellen exprimiert werden und Kohlenhydratstrukturen auf der Oberfläche 

von Viren, Bakterien und Pilzen erkennen [40]. Vertreter wie Dectin-1, Dectin-2 oder 

MINCLE werden durch fungale PAMPs stimuliert und induzieren die Bildung 

proinflammatorischer Zytokine bzw. regulieren TLR-Signalwege [40]. Eine Aktivierung von 

SIGN-R1 (engl. „specific ICAM-3 grabbing nonintegrin-related 1”) oder des Mannose-

Rezeptors MMR (engl. "macrophage mannose receptor") löst eine Phagozytose des 

erkannten Bakteriums oder Pilzorganismus aus [41]. 

 

3.3.2.3 NOD-like Rezeptoren (NLRs) 

Die Familie der NLRs gehört zu den zytoplasmatisch lokalisierten PRRs. Es sind bisher 23 

humane und 34 murine Vertreter bekannt [56]. Sie initiieren eine Immunantwort gegen 

Mikroorganismen, die entweder selbst oder deren Bestandteile ins Zytoplasma eindringen 

[56]. Dies kann direkt unter Umgehung extrazellulärer PRRs beispielsweise mittels 

porenbildender Exotoxine oder indirekt durch Ausbrechen aus Endolysosomen nach 

Phagozytose erfolgen [67, 68]. Gemeinsames strukturelles Merkmal der NLRs ist ein 

dreigliedriger Aufbau [67]. Eine C-terminale, variable, Leucin-reiche Domäne dient der 

Erkennung von PAMPs und DAMPs [56]. Die zentrale Nukleotid-bindende 

Oligomerisierungsdomäne (NOD) vermittelt eine ligandeninduzierte Oligomerisierung zur 

Bildung von aktivierten Rezeptorkomplexen [67]. Verschiedene N-terminale 

Effektordomänen aktivieren nachgeschaltete Signalwege und ermöglichen eine 

Subklassifizierung der NLRs mit jeweils unterschiedlichen Funktionen [56, 67]. 

Die NLRs NOD1 und NOD2 verfügen N-terminal über eine bzw. zwei Caspase-rekrutierende 

Effektordomäne(n) (CARD) [56]. Sie erkennen Zellwandbestandteile gramnegativer (NOD1) 

bzw. grampositiver und gramnegativer (NOD2) Bakterien [67]. CARD aktiviert über das 

Adapterprotein RIP2 (engl. „receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 2“) einen 

Signalweg, der hauptsächlich synergistisch zur Signalkaskade der TLRs NF-κB und MAP-

Kinasen induziert [67]. Dies führt u.a. zur Bildung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, 

IL-8 oder TNFα [67]. 
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NLRs wie NLRP1, NLRP3 und NLRC4 lagern sich nach Aktivierung über eine Pyrin-

Effektordomäne (PYD) bzw. über CARD (NLRC4) mit dem zentralen Adapterprotein ASC 

(engl. „apoptosis-associated speck-like protein“) zu großen, multimeren Proteinkomplexen 

zusammen, den sogenannten Inflammasomen [56, 68]. Diese steuern die Bildung der 

Zytokine IL-1β und IL-18 und können eine Sonderform des programmierten Zelltodes 

einleiten, welche Pyroptose genannt wird und v.a. eine Ausbreitung intrazellulärer Erreger 

eindämmen soll [67]. Aktiviert werden Inflammasome über PAMPs wie LPS, DAMPs wie 

Hitzeschockproteine oder Umweltgifte wie Asbest [56, 69]. 

 

3.3.2.4 RIG-I-like Rezeptoren (RLRs) 

RLRs bilden eine weitere Familie zytoplasmatisch lokalisierter PRRs. Wichtige Vertreter sind 

RIG-I (engl. „retinoic acid-inducible gene I“), MDA5 (engl. „melanoma differentiation-

associated protein 5“) und LPG2 (engl. „laboratory of genetics and physiology 2”) [40]. Sie 

erkennen vorrangig virale RNA-Moleküle und initiieren die Bildung von 

proinflammatorischen Zytokinen und Typ 1 Interferonen [40]. 

 

3.3.2.5 Zytosolische DNA-Rezeptoren 

Freie mikrobielle bzw. körpereigene DNA induziert als PAMP bzw. DAMP eine starke 

Immunantwort [51, 70]. Neben TLR9 existiert eine Reihe weiterer (zytosolisch lokalisierter) 

DNA-Rezeptoren des angeborenen Immunsystems.  

AIM2 (engl. „absent in melanoma 2“) ist ein DNA-Sensor aus der PYHIN (engl. „pyrin- and 

HIN200-domain-containing“) Proteinfamilie, der nach Aktivierung an ASC koppelt und 

Inflammasome bildet [51, 56]. Neben ASC ist STING (engl. „stimulator of interferon 

genes“) ein weiteres wichtiges Adapterprotein der DNA-Erkennung. Es ist in Signalwege von 

DNA-Rezeptoren wie der Helilkase DDX41 oder des PYHIN Proteins IF116 (engl. „gamma-

interferon-inducible protein 116“) und wahrscheinlich auch noch weiterer, bisher 

unbekannter DNA-Rezeptoren verschaltet [71]. 

Zahlreiche DNA Erkennungssysteme induzieren eine Typ 1 Interferon Bildung: Darunter DAI 

(engl. „DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors“) über IRF 3/7 [72], die 

Helikasen DHX9 und DHX36 über MyD88 [71] und Lrrfip1 (engl. „leucine-rich repeat (in 

flightless I) interacting protein-1“), welches sowohl DNA als auch RNA erkennt [51]. Zudem 

können zytosolische DNA-Fragmente mithilfe der RNA Polymerase III in RNA transkribiert 

werden, welche anschließend u.a. von RLRs detektiert wird [56]. 
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3.3.3 Erkennung der Pneumokokken durch das angeborene Immunsystem 

Streptococcus pneumoniae wird durch verschiedene Elemente des angeborenen 

Immunsystems erkannt. PRRs spielen dabei eine zentrale Rolle: TLR2 auf Immunzellen wie 

Makrophagen erkennt, teilweise in Interaktion mit TLR1 und TLR6, Zellwandbestandteile 

wie Peptidoglykan und Teichonsäureketten auf der Oberfläche der Pneumokokken [73, 74]. 

TLR4 wird wahrscheinlich durch das Exotoxin Pneumolysin aktiviert [75]. Freie bakterielle 

Nukleinsäuren werden durch TLR9 (DNA) und TLR7/8 (RNA) detektiert [73, 76]. Darüber 

hinaus erfolgt eine Erkennung von bakterieller DNA durch Makrophagen über AIM2, DAI 

und mutmaßlich weitere, noch unbekannte intrazelluläre DNA-Rezeptoren [77]. Diese 

Erkennung setzt eine Internalisierung der DNA-Moleküle z.B. über Phagozytose oder 

Pneumolysin voraus [77, 78]. Die Phagozytose ganzer Pneumokkken wird u.a. durch den 

Scavenger-Rezeptor MARCO (engl. „macrophage receptor with collagenous structure“) auf 

der Oberfläche von Makrophagen sowie CLRs wie SIGN-R1 vermittelt [73, 79]. Nach 

Phagozytose und Verdau im Endolysosom gelangen Peptidoglykanfragmente der Zellwand 

wahrscheinlich über Pneumolysin-induzierte Poren ins Zytosol und aktivieren NOD2 [77]. 

Pneumolysin aktiviert darüber hinaus direkt das NLRP3 Inflammasom [69]. 

Auch lösliche Komponenten des angeborenen Immunsystems sind an der Erkennung von 

Streptococcus pneumoniae beteiligt. Akute Phase Proteine wie CRP und Antikörper des 

erworbenen Immunsystems binden an Oberflächenstrukturen der Pneumokokken und 

aktivieren das Komplementsystem [73]. Surfactant Proteine und antimikrobielle Peptide der 

Mukosa wirken direkt zytotoxisch und mobilisieren zelluläre Bestandteile der angeborenen 

Immunantwort [14, 73]. 

 

3.4 Krüppel-like Faktoren 

Krüppel-like Faktoren (engl. „krueppel-like factors“, KLFs) sind Transkriptionsfaktoren aus 

der Familie der Zinkfingerproteine [80]. Ihr Name beruht auf einer Homologie zum 

Segmentierungsprotein Krüppel von Drosophila melanogaster, dessen homozygoter Verlust 

zur Geburt von schwer missgebildeten Fliegen führt [81]. KLFs sind an der Steuerung 

grundlegender Zellfunktionen wie Zellteilung, Wachstum, Differenzierung, Apoptose und 

Reaktion auf Zellstress beteiligt [80]. Beim Menschen sind 17 Vertreter bekannt. 

Gemeinsames strukturelles Merkmal ist eine C-terminale, hochkonservierte DNA-

Bindungsregion [80, 82]. Sie besteht aus drei Cys2His2 Zinkfingerschleifen, die an Guanin-

Cytosin reiche Promotersequenzen binden [82]. Die N-terminale Region enthält u.a. die Start-
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Domäne und ist im Gegensatz zum C-Terminus sehr variabel [82]. Abhängig vom 

gebundenen Promoter, dem Aufbau des N-Terminus und spezifischen Interaktionspartnern 

können KLFs die Transkription ihrer Zielproteine hemmen, aktivieren oder auch beides [80].  

 

3.4.1 Krüppel-like Faktor 4 

Krüppel-like Faktor 4 (engl. „krueppel-like factor 4“, KLF4) wurde erstmals 1996 im Epithel 

der Haut und der Schleimhaut des Darms entdeckt und zunächst als epithelialer Zinkfinger 

(engl. „epithelial zinc finger“, EZF) bzw. darmangereicherter KLF (engl. „gut enriched 

krueppel like factor“, GKLF) bezeichnet [83]. Er hat eine fundamentale Bedeutung für die 

Entwicklung einer funktionierenden Epithelbarriere. Die KLF4 knockout Maus verstirbt 

bereits wenige Tage nach der Geburt an Exsikkose durch Flüssigkeitsverlust über die Haut 

[84]. Der Name KLF4 setzte sich endgültig durch, nachdem KLF4 in einer Vielzahl weiterer 

Gewebe nachgewiesen wurde, u.a. Lunge, Hoden, Herz, Kornea, Knochenmark und 

Immunzellen [83, 85]. KLF4 wird v.a. von postmitotischen, ausdifferenzierten Zellen 

exprimiert und kontrolliert die Transkription von Genen welche Differenzierung und 

Zellzyklus steuern [83]. Dabei kann KLF4 die Transkription seiner Zielgene sowohl hemmen 

als auch aktivieren [83]. Wird die DNA einer Zelle irreparabel beschädigt oder erhält die 

Zelle über Zytokine oder Kontaktinhibierung das Signal zum Zellteilungsstopp, steigert KLF4 

zusammen mit dem Transkriptionsfaktor p53 die Expression von p21, einem Inhibitor des 

Zellzyklus, und hemmt gleichzeitig die Expression des Zellzyklusaktivators Cyclin-D1 [86, 

87]. Dabei kommt es zur Zyklusblockade in der G1/S-Phase [88]. Darüber hinaus hemmt 

KLF4 über BAX (engl. „Bcl-2-associated X protein“) die Einleitung einer Apoptose [88-90]. 

Aufgrund seiner regulatorischen Funktion im Zellzyklus spielt KLF4 sowohl als 

Tumorsuppressor (z.B. Kolorektales Karzinom, Bronchialkarzinom) als auch Onkogen (z.B. 

Mammakarzinom) eine wichtige Rolle in der Karzinomentstehung [83]. 

Hohen Bekanntheitsgrad erlangte KLF4 durch die Entdeckung, dass er zusammen mit den 

Transkriptionsfaktoren Oct3/4, Sox2 und c-Myc ausdifferenzierte Zellen in pluripotente 

Stammzellen zurücktransformieren kann [91, 92]. Für die Beschreibung dieses Phänomens 

wurden Yamanaka und Gurdon im Jahr 2012 mit dem Nobelpreis für Medizin ausgezeichnet. 

Kontrovers wird die Rolle von KLF4 im Entzündungsgeschehen diskutiert, v.a. in 

Monozyten/Makrophagen. Feinberg et al. und Alder et al. zeigten, dass KLF4 für die 

Umwandlung hämatopoetischer Progenitorzellen in Monozyten und die Ausdifferenzierung 

der Monozyten in Gewebsmakrophagen grundlegend wichtig ist [85, 93]. Monozyten mit 
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einem knockout von KLF4 exprimieren weniger Adhäsionsmoleküle für die Einwanderung in 

Entzündungsherde und gehen schneller in Apoptose [85]. Die Expression von KLF4 in 

Makrophagen wird wahrscheinlich durch proinflammatorische Stimuli wie TNFα, INFγ oder 

LPS verstärkt [94]. Feinberg et al. beobachteten, dass KLF4 in J774A.1 und RAW264.7 

Makrophagen die Bildung der Stickstoffmonoxid-Synthase (engl. „inducible nitric oxide 

synthase“, iNOS) steigert, einem Marker für klassisch aktivierte bzw. M1 Makrophagen [94]. 

Auch Liu et al. beobachteten eine Induktion von KLF4 in RAW264.7 Makrophagen nach 

Stimulation mit LPS [95]. KLF4 förderte in dieser Studie jedoch die Bildung des 

antiinflammatorischen Zytokins IL-10, einem Kennzeichen von regulatorischen bzw. M2 

Makrophagen [95]. Liao et al. bestätigten diese Beobachtung und schrieben KLF4 ebenfalls 

eine antiinflammatorische Funktion in Makrophagen zu [96]. KLF4 knockout RAW264.7 

Makrophagen exprimierten zelluläre Marker für M1 Makrophagen wie iNOS und zeigten eine 

gesteigerte Bakterizidität [96]. KLF4 scheint also prinzipiell eine wichtige Rolle im 

Entzündungsgeschehen in Makrophagen zu spielen. Ob KLF4 eher anti- und/oder 

proinflammatorische Signalwege fördert, konnte bisher nicht eindeutig geklärt werden. 

Zahlten et al. untersuchten die Funktion von KLF4 in humanen Bronchialepithelzellen bei 

Infektion mit Streptococcus pneumoniae. Sie konnten zeigen, dass KLF4 in BEAS-2B Zellen 

durch freie bakterielle DNA über TLR9, MyD88 und Src-Tyrosinkinasen induziert wird und 

die Bildung von IL-10 fördert [97]. Die Funktion von KLF4 in Makrophagen bei Infektion 

mit Pneumokokken ist unerforscht. 

 

3.5 Zytokine 

Zytokine sind eine heterogene Gruppe kleiner, löslicher Polypeptide oder Glykoproteine, die 

ein komplexes Netzwerk zur Regulation von Wachstum und Differenzierung praktisch aller 

Zelltypen bilden [44, 98]. Sie werden von einer Vielzahl von Immun- und Nichtimmunzellen 

gebildet und steuern autokrin, parakrin oder systemisch alle Elemente der angeborenen und 

erworbenen Immunantwort, inklusive Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen und 

deren Bildung im Knochenmark [43]. Sie können in fünf Hauptgruppen eingeteilt werden: 

Interleukine, Interferone, Tumornekrosefaktoren, koloniestimulierende Faktoren und 

Chemokine [43]. 

Interleukine (ILs) sind in erster Linie für die Kommunikation zwischen Leukozyten 

verantwortlich [99]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist v.a. IL-10 bedeutsam. IL-10 ist 

ein sehr potentes antiinflammatorisches Zytokin, welches von regulatorischen Makrophagen, 
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dendritischen Zellen, T-/B-Lymphozyten und Epithelzellen gebildet wird und zur Begrenzung 

der Immunreaktion beiträgt [97, 100]. Für PRRs wie TLR2, TLR3, TLR4, TLR9, NOD2 oder 

Dectin-1 konnte gezeigt werden, dass deren Aktivierung v.a. über den Transkriptionsfaktor 

NF-κB die Bildung von IL-10 in Makrophagen steigert [101]. Proinflammatorische Zytokine 

wie TNFα, deren Sekretion durch IL-10 inhibiert wird, steigern ihrerseits die Bildung von IL-

10 im Sinne einer negativen Rückkoppelung der Entzündungsreaktion [98]. Dies birgt unter 

Umständen auch Risiken für den Wirt. Erreger wie Streptococcus pneumoniae induzieren eine 

starke IL-10 Bildung, was möglicherweise dazu beiträgt, das Immunsystem des Wirtes in 

einen anergen Zustand zu versetzen und damit Persistenz und Ausbreitung der Erreger 

begünstigt [97, 100]. Patienten, die an einer Pneumokokkenpneumonie versterben, haben im 

Vergleich zu Überlebenden zumeist deutlich höhere Serumspiegel von IL-10 [102]. 

Die Zytokinklasse der Interferone (IFNs) wird in Typ 1 (IFNα, IFNβ) und Typ 2 (IFNγ) 

untergliedert und dient primär der Abwehr von Viren [43]. Die Rolle der Typ 1 IFNs bei der 

Bekämpfung bakterieller Infektionen ist ein verhältnismäßig junges Forschungsfeld. 

Pneumokokken induzieren über NOD2 und zytosolische DNA-Rezeptoren die Bildung von 

Typ 1 IFNs in Makrophagen und Lungenepithelzellen [77]. Typ 1 IFNs regulieren auto- und 

parakrin über den Interferon-α/β Rezeptor (IFNAR) die Expression von IFN-stimulierten 

Genen (engl. „IFN-stimulated genes“, ISGs) [103]. IFNAR wird relativ breit von 

Immunzellen (wie Makrophagen) und Nichtimmunzellen exprimiert [103]. ISGs scheinen u.a. 

für die Feinabstimmung der Interleukinproduktion verantwortlich zu sein [101, 104]. 

Die Familie der Tumornekrosefaktoren (TNFs) umfasst zwei homologe Proteine, die 

vorwiegend von Makrophagen (TNFα) bzw. Lymphozyten (TNFβ) nach Erkennung von 

PAMPs oder DAMPs sezerniert werden [98]. TNFα wird v.a. in der Frühphase einer 

Pneumokokkenpneumonie gebildet, stimuliert die Bildung weiterer hauptsächlich pro-

inflammatorischer Zytokine und aktiviert einwandernde neutrophile Granulozyten [44]. TNFα 

spielt eine wichtige Rolle im Krankheitsbild der Sepsis. Es fördert u.a. die Durchlässigkeit der 

Gefäßbarriere, wirkt negativ inotrop am Herzen und kachektogen [98]. 

Koloniestimulierende Faktoren (engl. „colony stimulating factors”, CSFs) und 

Wachstumsfaktoren wie Erythropoetin (EPO) werden ebenfalls zu den Zytokinen gezählt und 

regulieren in erster Linie die Hämatopoese im Knochenmark [99]. 

Chemokine sind Zytokine, die v.a. in der Frühphase einer Infektion oder unmittelbar nach 

einer Gewebsverletzung freigesetzt werden und eine gerichtete Chemotaxis von Immunzellen 

zum Ort der Infektion oder Verletzung initiieren [43]. Abhängig vom Aufbau des N-Terminus 

werden vier Subfamilien unterschieden, wobei die überwiegende Mehrzahl der Chemokine 
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der CC-Familie mit zwei benachbarten Cysteinen oder der CXC-Familie mit einer trennenden 

Aminosäure zwischen den Cysteinen angehört [98]. CXC8 oder IL-8 ist ein wichtiger 

Vertreter der CXC-Familie und wirkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten [105]. 

Streptococcus pneumoniae induziert eine starke Ausschüttung von CXC8, hauptsächlich 

durch pulmonale Epithelzellen und Makrophagen [106, 107]. 

 

3.6 Wissenschaftliche Fragestellung 

Obgleich der Pneumokokkenpneumonie weltweit eine große medizinische und 

gesundheitsökonomische Bedeutung zukommt, sind zugrundeliegende Abwehrmechanismen 

der angeborenen Immunität zum Teil noch unverstanden. Die Entschlüsselung dieser 

Mechanismen könnte nicht nur interessante Einblicke in die Interaktion zwischen Wirt und 

Erreger liefern, sondern unter Umständen auch bei der Suche nach neuen Therapieoptionen 

helfen. 

Der Transkriptionsfaktor KLF4 wird in Bronchialepithelzellen durch Pneumokokken 

induziert und fungiert als Regulator der epithelialen Immunantwort [97]. Auch in 

Makrophagen scheint KLF4 eine wichtige immunregulatorische Rolle zu spielen [85, 93-96]. 

Die Bedeutung von KLF4 in Makrophagen in der Pneumokokkenpneumonie ist unerforscht. 

Da Makrophagen zu den wichtigsten Effektorzellen der angeborenen Immunantwort in der 

Lunge zählen [108], knüpft die vorliegende Arbeit an dieser Stelle an. Im Einzelnen wurden 

folgende Fragen untersucht: 

 

1. Induziert Streptococcus pneumoniae den Transkriptionsfaktor KLF4 in Makrophagen? 

2. Über welchen Mechanismus wird KLF4 in Makrophagen induziert? 

3. Welche Funktion erfüllt KLF4 in Makrophagen bei Infektion mit Pneumokokken? 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. Material und Methoden 

32 

 

4. Material und Methoden 

 

4.1 Material 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Substanzen und Chemikalien entsprechen dem analytischen 

Reinheitsgrad und zellkulturspezifischen Anforderungen. Lösungen und Puffer wurden, 

soweit nicht anders angegeben, mit Aqua bidest (doppelt destilliertes Wasser) angesetzt. 

In Kapitel 4.1.1.3, Kapitel 4.1.3.3, Kapitel 4.1.4.5 und Kapitel 4.1.5 werden lediglich speziell 

verwendete Materialien bzw. Geräte gelistet. Gängiges und in dieser Arbeit eingesetztes 

Laborzubehör wie Pipetten, Pipettenspitzen, Reaktionsgefäße etc. entspricht den allgemeinen 

Standards und wird nicht gesondert aufgeführt. 

 

4.1.1 Zellkultur 

4.1.1.1 Verwendete Primärzellen 

Als Modellzellen im Rahmen dieser Arbeit dienten murine, aus Knochenmarkszellen 

differenzierte Makrophagen (engl. „bone marrow-derived macrophages“, BMMs). Ihre 

Gewinnung erfolgte aus Wildtyp- (WT) bzw. TLR9 knockout (KO), MyD88 KO, TRIF KO, 

NOD2 KO, NLRP3 KO, ASC KO, STING KO, RAGE KO, IFNAR KO, KLF4 WT und 

KLF4 knockdown (KD) Mäusen mit C57BL/6-Hintergrund. Vor Gewinnung der 

Knochenmarkszellen aus KLF4 WT (ERT-Cre-/-/KLF4loxPloxP) und KLF4 KD (ERT-Cre+/-

/KLF4loxPloxP) Mäusen wurden diese einmal täglich über einen Zeitraum von 10 Tagen mit 1 

mg 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) i.v. behandelt. Die KLF4 WT und KLF4 KD Mäuse 

wurden von Gary K. Owens (Department of Molecular Physiology and Biological Physics, 

University of Virginia, Charlottesville) zur Verfügung gestellt. 
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4.1.1.2 Medien Zellkultur 

 

Tabelle 2: Medien Zellkultur 

Medium Zusammensetzung Bezugsquelle 

BMM Wachstumsmedium 500 ml RPMI 1640 Gibco (Life Technologies) 

 20% Fetales Kälberserum (FCS) PAA 

 30% L929 Fibroblasten-Überstand siehe Kapitel 4.2.1.1 

 4,5 mM L-Glutamin (GlutaMAX) Gibco (Life Technologies) 

 100 µg/ml Penicillin/Streptomycin Biochrom AG 

BMM Überführungsmedium 500 ml RPMI 1640 Gibco (Life Technologies) 

 10% FCS PAA 

 15% L929 Fibroblasten-Überstand siehe Kapitel 4.2.1.1 

 4,5 mM L-Glutamin (GlutaMAX) Gibco (Life Technologies) 

BMM Kryomedium 90% FCS PAA 

 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich 

L929 Fibroblastenmedium 500 ml RPMI 1640 Gibco (Life Technologies) 

 10% FCS PAA 

 4,5 mM L-Glutamin (GlutaMAX) Gibco (Life Technologies) 

 

Vor Einsatz der Medien wurden diese mittels eines Vakuum-Filtrationsgerätes steril filtriert. 
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4.1.1.3 Substanzen und Verbrauchsmaterialien Zellkultur 

 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien Zellkultur 

Verbrauchsmaterialien Verwendungszweck Bezugsquelle 

Dulbeccos PBS (1x) Waschen und Ablösen der BMMs PAA 

EDTA Ablösen der BMMs Fluka (Sigma-Aldrich) 

Ethanol 70%ig Desinfektion der Mausknochen J.T. Baker  

Lochplatten (multi-well plates) Stimulation der BMMs BD Biosciences  

Optilux-Petrischale Differenzierung der BMMs BD Biosciences  

RPMI 1640 Isolierung der Knockenmarkszellen Gibco (Life Technologies) 

T175 Zellkulturflaschen Kultur von L929-Fibroblasten BD Biosciences 

Vakuum-Filtrationsgerät  

(Rapid-Flow Filter Unit, 0,2μm)  

Filtrierung der Zellkulturmedien Nalgene (Thermo Scientific) 

Zellfilter (Cell Strainer, 70 µm) Isolierung der Knockenmarkszellen BD Biosciences 

Zellschaber (Cell Scraper, 25 cm)  Ablösen der BMMs Sarstedt 

 

4.1.2 Stimulantien und Inhibitoren 

 

Tabelle 4: Stimulantien und Inhibitoren 

Stimulanz oder Inhibitor Wirkungsweise Bezugsquelle 

4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(T-butyl)pyrazolol[3,4-

d] pyrimidin (PP2) 

Inhibitor der Src-Kinasen Biosource 

4-Amino-7-phenylpyrazolol[3,4-d] pyrimidin (PP3) Negativkontrolle für PP2 Calbiochem 

Cytochalasin D (Cyto D) Inhibitor der Phagozytose Sigma-Aldrich 

Interferon β (IFNβ) Agonist von IFNAR Invivogen 

Lipopolysaccharid (LPS) von Salmonella minnesota Agonist von TLR4 Enzo Life Sciences 

Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid (Malp-2) Agonist von TLR2 Alexis Biochemicals 

Muramyldipeptid (MDP) Agonist von NOD2 Alexis Biochemicals 

ODN M362 (CpG) Agonist von TLR9 Invivogen 

Polyinosin-polycytidyl Säure (Poly(I:C)) Agonist von TLR3 Invivogen 

Zymosan (Zym) Agonist von TLR2 und CLRs Invivogen 
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4.1.3 Bakterienkultur 

4.1.3.1 Pneumokokkenstämme D39, D39Δcps, R6x, R6xΔply, R6xΔlytA 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der bekapselte Serotyp 2 Pneumokokkenstamm 

D39, die kapsellosen Serotyp 2 Mutanten D39Δcps und R6x, die Kapsel- und Pneumolysin-

defiziente R6x-Mutante R6xΔply und die Kapsel- und Autolysin A (LytA)-defiziente R6x-

Mutante R6xΔlytA verwendet. Die Stämme D39, D39Δcps, R6x und R6xΔply wurden von 

Sven Hammerschmidt (Interfakultäres Institut für Genetik und Funktionelle Genomforschung, 

Universität Greifswald) und der Stamm R6xΔlytA von Pedro García (Departamento de 

Microbiología Molecular y Biología de las Infecciones, Centro de Investigaciones Biológicas, 

Madrid, Spain) zur Verfügung gestellt.  

Die Arbeit mit Streptococcus pneumoniae erfolgte steril unter einer Sicherheitswerkbank der 

Sicherheitsstufe S2. 

 

Tabelle 5: Übersicht über verwendete Pneumokokkenstämme 

Stamm Bezeichnung im Rahmen der Arbeit Selektionsantibiotikum 

D39 D39 - 

D39Δcps S.p.Δcps Kanamycin (50 mg/ml) 

R6x S.p.Δcps - 

R6xΔply S.p.ΔcpsΔply Erythromycin (1 mg/ml) 

R6xΔlytA S.p.ΔcpsΔlytA Kanamycin (50 mg/ml) 

 

4.1.3.2 Medien Bakterienkultur 

 

Tabelle 6: Medien Bakterienkultur 

Medium Zusammensetzung Bezugsquelle 

S.p. Anzuchtbouillon 30 g Todd Hewitt Broth BD Biosciences 

 5 g Hefeextrakt Sigma-Aldrich 

 1000 ml A. bidest.  

S.p. Kryomedium 80% S.p. Anzuchtbouillon  

 20% Glycerol 99 %ig Sigma-Aldrich 

 

Nach Herstellung der Medien erfolgte eine Autoklavierung für 15 Minuten bei 115 °C. 
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4.1.3.3 Substanzen und Verbrauchsmaterialien Bakterienkultur 

 

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien Bakterienkultur 

Verbrauchsmaterialien Verwendungszweck Bezugsquelle 

Columbia Agar Platten (5% Schafsblut) Anzucht von S.p. BD Biosciences 

Dulbeccos PBS (1x) Waschen Phagozytose-Assay PAA 

Erythromycin (1 mg/ml) Selektion R6xΔply Sigma-Aldrich 

Ethanol 70%ig Inaktivierung von Pneumokokken J.T. Baker 

Gentamycin (50 mg/ml) Phagozytose-Assay Sigma-Aldrich 

Impfösen (10 µl) Ausplattieren von Bakterien Roth 

Kanamycin (50 mg/ml) Selektion R6xΔlytA und D39Δcps Sigma-Aldrich 

Küvetten Messung der OD600 Sarstedt  

Natriumperiodat (1 µg/ml) Inaktivierung von Pneumokokken Sigma-Aldrich 

Pronase E (100 µg/ml) Inaktivierung von Pneumokokken Sigma-Aldrich 

Proteinase K (1000 µg/ml) Inaktivierung von Pneumokokken Merck 

Saponin 1%ig Lyse Phagozytose-Assay Fluka 

Sterile Watteträger Überführen von Bakterien Applimed SA 

Transwell-System Trennung Bakterien und BMMs Corning Inc 

 

4.1.4 Molekularbiologie 

4.1.4.1 Puffer und Lösungen 

 

Tabelle 8: Puffer und Lösungen für ELISA 

Puffer Zusammensetzung Bezugsquelle 

Waschpuffer 1000 ml Dulbeccos PBS (1x) PAA 

 0,05% Tween20 Sigma-Aldrich 

Probenverdünnungspuffer (Reagent diluent) PBS (1x) R&D Systems 

 1% FCS R&D Systems 

Substratlösung 50% Wasserstoffperoxid BD Biosience 

 50% 3,3’,5,5’Tetramethylbenzidine BD Biosience 

Stopplösung 27,47 ml H2SO4 (95-97%ig) Merck 

 500 ml A. bidest.  
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Tabelle 9: Puffer und Lösungen für Western Blot 

Puffer Zusammensetzung Bezugsquelle 

Phosphoproteinwaschpuffer 5 ml Natriumorthovanadat 98%ig (200 mM) Sigma-Aldrich 

 50 ml Natriumpyrophosphat (150 mM) Sigma-Aldrich 

 50 ml Natriumfluorid 99%ig (1 M) Sigma-Aldrich 

 500 ml Dulbeccos PBS (1x) PAA 

Lysepuffer zur Proteinextraktion 50 mM Tris-HCl (pH 7,4) Sigma-Aldrich 

 10 µg/ml Complete Tabletten Roche 

 1% Nonidet® P-40 (99 %ig) Fluka (Sigma-Aldrich) 

 1 ml Phosphoproteinwaschpuffer  

Bradford Reagenz 20% BioRad Protein Assay BioRad 

 80% A. bidest.  

Gelladepuffer (Blaupuffer) 1 ml Tris-HCl, 0,5 M (pH 6,8) Sigma-Aldrich 

 0,8 ml Glycerol Sigma-Aldrich 

 1,6 ml SDS (10% w/v) Serva 

 0,4 ml Bromphenolblau (1% w/v) Pharmacia Biotech 

 0,4 ml β-Mercaptoethanol (1% w/v) Sigma-Aldrich 

 5 ml A. bidest.  

Gelelektrophoresepuffer 3 g Tris-Base Sigma-Aldrich 

 14,4 g Glycin Merck 

 1 g SDS (10% w/v) Serva 

 1000 ml A. bidest.  

Blotpuffer 3 g Tris-Base Sigma-Aldrich 

 14,4 g Glycin Merck 

 20% Methanol Merck 

 1000 ml A. bidest.  

Blockpuffer 50% Ody Blocking Buffer LI-COR 

 50% Dulbeccos PBS (1x) PAA 

Waschpuffer 500 ml Dulbeccos PBS (1x) PAA 

 0,1% Tween20 Sigma-Aldrich 
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Tabelle 10: Puffer für Gelelektrophorese 

Puffer Zusammensetzung Bezugsquelle 

1x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) 40 mM Tris-Base Sigma-Aldrich 

 20 mM Natriumacetat Roth 

 1 mM EDTA Fluka (Sigma-Aldrich) 

 500 ml A. bidest.  

6x Ladepuffer 0,25% Bromphenolblau Pharmacia Biotech 

 40% w/v Saccharose Merck 

 200 ml A. bidest.  

 

4.1.4.2 Gele 

 

Tabelle 11: Gele für Western Blot 

Gel Zusammensetzung Bezugsquelle 

Sammelgel (für 4 Gele) 2,5 ml Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8) Sigma-Aldrich 

 100 µl SDS (10% w/v) Serva 

 1,33 ml 40%iges Bis-Acrylamid (Ratio 19:1) Serva 

 10 µl TEMED R&D Systems 

 50 µl Ammoniumpersulfat (10% w/v) Serva 

 6 ml A. bidest.  

Trenngel 10%ig (für 4 Gele) 5 ml Tris-HCl 0,5 M (pH 8,8) Sigma-Aldrich 

 200 µl SDS (10% w/v) Serva 

 5 ml 40%iges Bis-Acrylamid (Ratio 19:1) Serva 

 10 µl TEMED R&D Systems 

 100 µl Ammoniumpersulfat (10% w/v) Serva 

 9,7 ml A. bidest.  
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4.1.4.3 Antikörper 

 

Tabelle 12: Western Blot-Antikörper (AK) 

Zielstruktur Spezifizierung Spezies Verdünnung Bezugsquelle 

KLF4 

β-Aktin 

Anti-Kaninchen-IgG 

Primär-AK 

Primär-AK 

Sekundär-AK 

Kaninchen 

Ziege 

Ziege, gekoppelt an Cy5.5 

1:500 

1:1000 

1:2000 

Santa Cruz Biotech 

Santa Cruz Biotech 

Rockland 

Anti-Ziege-IgG Sekundär-AK Maus, gekoppelt an IRDye800 1:2000 Rockland 

 

Primärantikörper wurden in Blockpuffer mit 0,01% Tween20 und Sekundärantikörper in 

Blockpuffer mit 0,1% Tween20 angesetzt. 

 

4.1.4.4 Kits 

 

Tabelle 13: Kits 

Kit Verwendungszweck Bezugsquelle 

Mouse CXCL1/KC DuoSet KC ELISA R&D Systems 

Mouse IL-10 DuoSet IL-10 ELISA R&D Systems 
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4.1.4.5 Substanzen und Verbrauchsmaterialien Molekularbiologie 

 

Tabelle 14: Verbrauchsmaterialien Molekularbiologie 

Verbrauchsmaterialien Verwendungszweck Bezugsquelle 

Agarose Agarose-Gelelektrophorese Merck 

Chloroform RNA-Isolierung Merck 

DNA Ladder 1 kb Größenstandart Gelelektrophorese New England Biolabs 

DNase (0,5 U/µl) DNA-Verdau 5 Prime 

Dulbeccos PBS (1x) Western Blot und ELISA PAA 

ELISA-Platte (Maxisorp) Durchführung ELISA Thermo Scientific  

Ethanol 75%ig RNA-Isolierung J.T. Baker 

Ethidiumbromid (10 mg/ml) Agarose-Gelelektrophorese Sigma-Aldrich 

GlycoBlue RNA-Isolierung Life Technologies 

Isopropanol RNA und DNA-Isolierung Sigma-Aldrich 

Lysozym DNA-Isolierung Merck 

Mutanolysin DNA-Isolierung Sigma-Aldrich 

Natriumacetat DNA-Isolierung Roth 

Nitrocellulose Hybond Membran Proteintransfer Western Blot Santa Cruz Biotech 

N-Laurolyl-Sarcosyl DNA-Isolierung Sigma-Aldrich 

N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-

Aminoethansulfonsäure (TES) 

DNA-Isolierung Sigma-Aldrich 

Phenol DNA-Isolierung Merck 

Precision plus protein kaleidoscope standard Proteinmarker Western Blot BioRad 

Pronase E (100 µg/ml) DNA-Isolierung Sigma-Aldrich 

RNase (7000 U/ml) DNA-Isolierung 5 Prime 

Rotilabo-Abdeckfolie Versiegelung ELISA-Platten Roth 

Streptavidin-HRP ELISA eBioscience 

Tris-EDTA-Puffer DNA-Isolierung Sigma-Aldrich 

Trizol RNA-Isolierung Quiagen 

Tween20 Lösung Western Blot-Antikörper Sigma-Aldrich 

Whatman Filterpapier Proteintransfer Western Blot Whatman 
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4.1.5 Geräte 

 

Tabelle 15: Geräte 

Gerät Verwendungszweck Bezugsquelle 

BioPhotometer Proteinbestimmung und OD600 Messung Eppendorf  

BlotSystem Proteintransfer Western Blot Transblot 

CAMEDIA C-4040 200M Digitalkarmera Gelelektrophorese und Mikroskop Olympus 

Gelelektrophorese System Agarose-Gelelektrophorese und Western Blot BioRad 

Heizblock Thermostat comfort Erhitzen der Proteine auf 95 °C Eppendorf 

Mikroskop IMT-2  Beurteilung der Zellen Olympus 

NanoDrop 2000 Bestimmung DNA- und RNA-Konzentration Thermo Scientific 

Odyssey Scanner Dokumentation Western Blot LI-COR 

Plattenleser MR5000 Dokumentation ELISA Dynatech  

Polymax 1040 Schwenken der Blotmembranen Western Blot Heidolph Instr. 

RCT basic Magnetrührer Western Blot Ika-Labortechnik 

UV-Transilluminator UST-20M-8K Agarose-Gelelektrophorese Biostep 

Vortex Genie 2 Mischen von Proben Schütt Labortech. 
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4.2 Methoden 

 

4.2.1 Zellbiologische Methoden 

Alle zellbiologischen Arbeitsschritte wurden an einer Reinraumwerkbank der Sicherheitsstufe 

2 mit autoklaviertem oder heißluftsterilisiertem Laborzubehör und steril filtrierten Lösungen 

durchgeführt. Nach Kontakt mit humanem oder murinem Zellmaterial wurde die 

Arbeitsfläche mit Descosept desinfiziert (Dr. Schumacher GmBH). Die Kultivierung der 

Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit. 

Zellkulturmedien wurden vor Verwendung im Wasserbad auf 37 °C angewärmt. 

 

4.2.1.1 Kultur von murinen Fibroblasten 

Die Kultur von murinen L929-Fibroblasten erfolgte zur Produktion von Monozytenkolonien- 

stimulierendem Faktor (engl. „macrophage colony-stimulating factor“, M-CSF), welcher als 

Bestandteil des BMM-Wachstumsmediums für die Differenzierung von murinen 

Knochenmarkszellen (engl. „bone marrow-derived cells“, BMCs) in murine Makrophagen 

(BMMs) benötigt wird. Die L929-Fibroblasten wurden in Fibroblastenmedium in T175-

Zellkulturflaschen ausgesät und nach Erreichen eines konfluenten Zellrasens für zehn Tage im 

Brutschrank inkubiert. Der M-CSF-haltige Überstand wurde nach Ablauf dieses Zeitraumes 

steril filtriert, aliquotiert und bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert. 

 

4.2.1.2 Isolation von murinen Knochenmarkszellen 

Die Extremitätenknochen euthanasierter Wiltyp und knockout Mäuse wurden abgetrennt, von 

Restgewebe befreit, mit 70% Ethanol desinfiziert und in RPMI gewaschen. Anschließend 

wurden die Knochen in 20 ml frisches RPMI überführt, mittels Porzellanmörser zerkleinert 

und zur Entfernung von Knochenfragmenten gefiltert (Cell Strainer, 70 µm Porengröße). 

Nach Zentrifugation für 10 min bei 150 g wurde das entstandene Zellpellet in BMM-

Kryomedium resuspendiert, in einer Konzentration von 107 Zellen/ml aliquotiert, in 

Gefrierröhrchen schrittweise auf -80 °C heruntergekühlt und in flüssigem Stickstoff gelagert. 
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4.2.1.3 Differenzierung der murinen Knochenmarkszellen in Makrophagen 

Für die Differenzierung von BMMs aus BMCs wurde ein Aliquot isolierter BMCs aufgetaut, 

in 10 ml BMM-Wachstumsmedium überführt und für 10 min bei 230 g zentrifugiert. Nach 

Entfernung des Überstandes erfolgte eine Resuspension des Zellpellets in 20 ml frischem 

BMM-Wachstumsmedium und eine Aufteilung der Zellsuspension auf zwei Optilux-

Petrischalen (BD Biosciences) zur Kultivierung für 8-10 Tage im Brutschrank. Alle 4 Tage 

wurde jeweils 10 ml frisches BMM-Wachstumsmedium hinzugefügt und nach Ablauf der 

Differenzierungszeit die erfolgreiche Bildung eines konfluenten Zellrasens der nun am Boden 

der Optilux-Petrischalen adhärenten BMMs lichtmikroskopisch überprüft. 

Für die Überführung der BMMs in Lochplatten (engl. „multi-well plates“) zur Durchführung 

von Experimenten erfolgte nach Absaugen des BMM-Wachstumsmediums eine Ablösung der 

Zellen vom Boden der Optilux-Petrischalen mit kaltem PBS plus 2 mM EDTA und 

vorsichtigem Scrapen. Nach Waschen der Zellen in BMM-Überführungsmedium, Zellzählung 

und erneuter Resuspension in BMM-Überführungsmedium wurden die BMMs in einer 

Konzentration von 4x105 Zellen/ml in die Wells der Lochplatten ausgesät. Nach Inkubation 

über Nacht im Brutschrank adhärierten die BMMs am Boden der Lochplatten und konnten 

anschließend für Experimente verwendet werden.  

 

4.2.1.4 Behandlung der Makrophagen mit Stimulatoren und Inhibitoren 

Die BMMs wurden entsprechend der experimentellen Fragestellung mit 1 µg/ml ODNM362 

(CpG), 0,1 µg/ml Lipopolysaccharid (LPS), 10 µg/ml Polyinosin-polycytidyl Säure 

(Poly(I:C)), 10 µg/ml Muramyldipeptid (MDP), 0,1 µg/ml Makrophagen-aktivierendes 

Lipopeptid (Malp-2), 25/100/500 µg/ml Zymosan (Zym) bzw. 500 U/ml Interferon β (IFNβ) 

gelöst in BMM-Überführungsmedium für 6 Stunden stimuliert. 

Zur Blockade des Src-Signalweges erfolgte vor der Stimulation mit Pneumokokken eine 

Inkubation der BMMs für eine Stunde mit 10 µM des Src-Kinasen Inhibitors 4-Amino-5-(4-

chlorophenyl)-7-(T-butyl)pyrazolol[3,4-d] pyrimidin (PP2) bzw. mit 10 µM des inaktiven 

PP2-Analogon 4-Amino-7-phenylpyrazolol[3,4-d] pyrimidin (PP3) als Negativkontrolle 

gelöst in BMM-Überführungsmedium. 
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4.2.2 Mikrobiologische Methoden 

Sämtliche mikrobiologischen Arbeitsschritte erfolgten an einer Reinraumwerkbank der 

Sicherheitsstufe 2 mit autoklaviertem oder heißluftsterilisiertem Laborzubehör und steril 

filtrierten Lösungen. Nach Kontakt von Geräten oder Materialien mit Bakterien wurden diese 

mit Descosept (Dr. Schumacher GmBH) desinfiziert und autoklaviert. Bakterienhaltige 

Flüssigkeiten wurden mit 10%iger Incidinlösung behandelt und im Anschluss ebenfalls 

autoklaviert. Die Inkubation der Pneumokokken erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO2 

und 95% Luftfeuchtigkeit. 

 

4.2.2.1 Kultur von Streptococcus pneumoniae 

Die Lagerung sämtlicher, im Rahmen dieser Arbeit verwendeter Pneumokokkenstämme 

erfolgte in Kryostocks. Zur Gewinnung dieser Stocks wurden die Pneumokokken mittels 

Impfösen auf Blutagarplatten, ggf. in Kombination mit einem entsprechenden 

Selektionsantibiotikum (siehe Kapitel 4.1.3.1), ausgestrichen und über Nacht im Brutschrank 

inkubiert. Am nächsten Tag wurden einige der gewachsenen Kolonien auf eine neue 

Blutagarplatte übertragen und erneut für 10 Stunden im Brutschrank inkubiert. Schließlich 

erfolgte eine Überführung aller gebildeten Kolonien mit Hilfe eines sterilen Watteträgers in 

Gefrierröhrchen mit S.p.-Kryomedium (siehe Kapitel 4.1.3.2) und eine Lagerung bei -80 °C. 

Für Infektionsversuche wurde der benötigte Pneumokokkenstamm aus dem Kryostock am 

Abend vor dem Versuch mittels Impföse auf eine Blutagarplatte ausgestrichen und über Nacht 

im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Morgen erfolgte eine Überführung der gewachsenen 

Kolonien in S.p.-Anzuchtbouillon (siehe Kapitel 4.1.3.2) bis zu einer OD600 (optische Dichte 

bei 600 mm Wellenlänge) von 0,03 – 0,06. Dies entspricht einer Konzentration von 3 – 6x107 

Kolonien (engl. „colony forming units“, cfu) pro ml. Anschließend wurde die Flüssigkultur 

für 2,5 – 3,5 Stunden bis zum Erreichen einer OD600 von 0,2 – 0,4 (der Phase des mittleren 

logarithmischen Bakterienwachstums) im Brutschrank bebrütet. Nach Erreichen der Ziel-

OD600 (welche einer Bakterienkonzentration von 2 – 4x108 cfu/ml entspricht) erfolgte eine 

Zentrifugation der Pneumokkensuspension für 10 min bei 1800 g. Das entstandene Pellet 

wurde mit RPMI gewaschen, erneut zentrifugiert, in BMM-Überführungsmedium (siehe 

Kapitel 4.1.1.2) resuspendiert und auf die für die Stimulation benötigte 

Pneumokokkenkonzentration (cfu/ml) verdünnt. 
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4.2.2.2 Stimulation der Makrophagen mit Streptococcus pneumoniae 

Zur Stimulation der BMMs mit Streptococcus pneumoniae wurde das BMM-

Überführungsmedium aus den Wells der Lochplatten mit den am Boden der Wells adhärenten 

BMMs abgesaugt und die benötigte Anzahl (cfu/ml) an Pneumokokken in BMM-

Überführungsmedium in die Wells pipettiert. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die 

Stimulation in einem Infektionsverhältnis von 2,5 (engl. „multiplicity of infection“, MOI) für 

6 Stunden (Western Blot-Analysen) oder 6 und 15 Stunden (ELISA-Versuche). 

 

4.2.2.3 Inaktivierung von Pneumokokken 

Zur Inaktivierung der Pneumokokken wurden 1x109 cfu/ml gelöst in PBS für 1 Stunde mit 

70% Ethanol (auf Eis) oder 56 °C Hitze (im Wasserbad) bzw. für 30 Minuten mit 

Natriumperiodat  (1 µg/ml), Proteinase K (1000 µg/ml) oder Pronase E (100 µg/ml) 

behandelt. Für die Stimulationsexperimente wurden die inaktivierten Pneumokokken 

anschließend in BMM-Überführungsmedium auf die für die Versuche benötigten 

Konzentrationen verdünnt. 

 

4.2.2.4 Inhibierung der Phagozytose und Phagozytose-Assay 

Zur Inhibierung der Phagozytose wurden die BMMs in Lochplatten ausgesät (siehe Kapitel 

4.2.1.3) und über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Morgen wurde der Überstand 

aus den Wells abgesaugt, und die BMMs für 30 min mit 2 µM Cytochalasin D (Cyto D) in 

BMM-Überführungsmedium behandelt (Inkubation im Brutschrank). Cyto D ist ein Toxin, 

welches durch Blockade der Mikrofilament-Polymerisation die Phagozytose inhibiert [109]. 

Zum Nachweis der erfolgreichen Blockade der Phagozytose erfolgte anschließend ein 

Phagozytose-Assay. Dafür wurden die BMMs nach Cyto D-Behandlung bzw. ohne vorherige 

Behandlung mit Cyto D für eine Stunde mit 1x107 cfu/ml Pneumokokken infiziert. 

Unmittelbar nach Zugabe der Pneumokokken wurden die Lochplatten für 30 Sekunden bei 

1800 g zentrifugiert, um die Kontakthäufigkeit zwischen den am Boden adhärenten BMMs 

und den Pneumokokken im Überstand zu erhöhen. Nach einer Stunde Infektion im 

Brutschrank wurde den Infektionsansätzen 50 µg/ml Gentamycin beigemischt, um die noch 

nicht phagozytierten Pneumokokken im Überstand bzw. auf der Außenseite der BMMs 

abzutöten. Nach einer weiteren Stunde Inkubation im Brutschrank wurden 50 µl der 

Überstände zum Nachweis der Bakterienfreiheit auf Blutagarplatten ausgestrichen. Die 
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Restüberstände wurden anschlieβend abgesaugt, die BMMs dreimal mit PBS gewaschen und 

schlieβlich für 10 Minuten mit 1%igem Saponin in PBS lysiert. Die Lysate wurden ebenfalls 

auf Blutagarplatten ausgestrichen und über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nächsten 

Morgen wurden die gewachsenen Kolonien in den Überständen bzw. Lysaten ausgezählt. 

 

4.2.3 Molekularbiologische Methoden 

4.2.3.1 Präparation von DNA und DNase-Verdau 

Die Präparation der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten bakteriellen, murinen und 

humanen DNA erfolgte aus pro- bzw. eukaryotischen Zellen und soll exemplarisch anhand 

der DNA-Extraktion aus Streptococcus pneumoniae erläutert werden. Nach Generierung eines 

Pneumokokkenpellets durch Kultivierung der Pneumokokken in 50 ml S.p.-Anzuchtbouillon 

für 8 Stunden und anschließender Zentrifugation für 10 min bei 1800 g, wurde das Pellet in 6 

ml N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonsäure (TES) resuspendiert, mit 1 ml 

Lysozym und 100 µl Mutanolysin versetzt und für eine Stunde im Brutschrank inkubiert. 

Anschließend erfolgte eine Zugabe von 100 µl RNase (Konzentration 7000 U/ml) und 50 µl 

Pronase E (Konzentration 100 µg/ml) mit jeweils 15 minütiger Inkubation im Brutschrank 

sowie von 500 µl N-Laurolyl-Sarcosyl mit anschlieβend einstündiger Inkubation. Die 

Suspension wurde nachfolgend mit 2 ml Phenol durchmischt und 10 min bei 350 g 

zentrifugiert. Die dabei entstandene obere, milchige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt und mit 1:1 Isopropanol und 1:10 Natriumacetat vermengt. Die in Form weißlicher 

Fäden ausfallende DNA konnte vorsichtig mit einer Pipettenspitze herausgefischt und in ein 

neues Reaktionsgefäß transferiert werden. Nach zweimaligem Waschen mit 75%igem Ehtanol 

erfolgte eine Lösung der DNA in 200 µl Tris-EDTA-Puffer und die Bestimmung der DNA-

Konzentration mittels Nanodrop.  

Der Verdau der DNA erfolgte durch vorsichtige Mischung von 5 µg DNA mit 5 Units (U) 

DNase und Inkubation über Nacht im Brutschrank. 
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4.2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese 

Der DNase-Verdau wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese verifiziert. Die negativ 

geladene DNA wandert durch ein Spannungsfeld in Richtung Anode, wobei sich kleine 

Fragmente schneller als große durch die Poren des Agarose-Gels bewegen können. 

Für die Herstellung des 1%igen Agarose-Gels wurde 1 g Agarose in 100 ml 1x Tris-Acetat-

EDTA-Puffer (TAE) gelöst und für 2 min bei 800 W in der Mikrowelle erhitzt. Unterdessen 

erfolgte ein Zusammenbau des Gelgießstandes mit Einsetzen eines Kamms für die späteren 

Geltaschen. In die erhitzte Agarose wurden 4 µl Ethidiumbromid (Konzentration 10 mg/ml) 

zur anschließenden Sichtbarmachung der DNA unter UV-Licht eingemischt und die Lösung 

luftblasenfrei in die Gelkammer gegossen. Nach Abkühlung und Polymerisierung des Gels 

wurde dieses in die Laufkammer überführt und mit 1x TAE-Puffer vollständig bedeckt. 5 µl 

Größenstandard bzw. 15 µl der DNA-Proben (verdaut mit DNase und unverdaut), versetzt mit 

0,2 Vol% 6x Ladepuffer, wurden anschließend auf das Gel aufgetragen und für etwa 45 min 

bei 100 V aufgetrennt. Die Dokumentation erfolgte mittels UV-Transilluminator und 

Fotokamera. 

 

4.2.3.3 Präparation bakterieller RNA 

Nach Gewinnung eines Pneumokokkenpellets durch Kultivierung der Pneumokokken in 50 

ml S.p.-Anzuchtbouillon für 8 Stunden und anschließender Zentrifugation für 10 min bei 1800 

g, erfolgte eine Resuspension des Pellets in 1 ml Trizol mit anschließender Lagerung über 

Nacht bei -80 °C. Am nächsten Morgen wurde die Probe aufgetaut, mit 200 µl Chloroform 

versetzt, für 15 Sekunden geschüttelt und nach 5 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur 

für 15 min bei 16000 g und 4 °C zentrifugiert. Von den sich gebildeten 3 Phasen wurde 

vorsichtig die oberste klare Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 500 µl 

kaltem Isopropanol sowie 2 µl GlycoBlue zur Anfärbung des RNA-Pellets gemischt. Nach 15 

minütiger Inkubation bei -20 °C und erneuter Zentrifugation (15 min, 16000 g, 4 °C) wurde 

das nun blau gefärbte Pellet mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen, nochmals zentrifugiert 

und anschließend bei Raumtemperatur für etwa 2 Stunden getrocknet. Das trockene Pellet 

konnte schließlich in 50 µl RNase-freiem destilliertem Wasser resuspendiert und die RNA-

Konzentration im Spektralphotometer (Nanodrop) gemessen werden. 
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4.2.3.4 Western Blot 

Nach Durchführung der Stimulationsexperimente wurde zur Proteingewinnung aus den 

Makrophagen der Überstand aus den Lochplatten abgesaugt, die Zellen zweimal mit kaltem 

Phosphoproteinwaschpuffer gewaschen, auf Eis Lysepuffer zugegeben, die noch am Boden 

adherenten Zellen mittels Zellscraper abgelöst und das Lysat anschließend in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt. Nach Zentrifugation bei 4 °C für 10 min und 25000 g erfolgte ein 

Transfer des Überstandes in ein neues Reaktionsgefäß und die Proteinbestimmung nach 

Bradford bei 595 nm im Photometer in Bradford Reagenz. Anschließend wurden 40 µg 

Protein 1:1 mit Gelladepuffer (Blaupuffer) versetzt und 5 min bei 95 °C im Wärmeblock unter 

Schütteln gekocht. 

In der Zwischenzeit erfolgte die Vorbereitung des Sammel- und 10%igen Trenngels (siehe 

Kapitel 4.1.4.2). Nach Auspolymerisierung der Gele wurden die Geltaschen mit den 

Proteinproben sowie einem Größenstandard (precision plus protein kaleidoscope standard 

von BioRad) geladen. Nach Überführung des beladenen Gels in die Laufkammer erfolge eine 

Auftrennung der Proben nach Molekulargewicht in Gelelektrophoresepuffer bei 130 V, bis 

der Gelladepuffer (Blaupuffer) aus dem Gel ausgelaufen war. 

Für den Proteintransfer der Proben aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran (engl. 

„hybond blotting membrane“) wurde das Gel in ein „Blotsandwitch“ eingebaut. Dieses 

Sandwitch setzte sich der Reihe nach aus einem Schwämmchen, zwei Lagen Whatman-

Filterpapier, der Nitrozellulosemembran, dem Gel, zwei weiteren Lagen Whatman-

Filterpapier und noch einem Schwämmchen in einer Plastikkassette zusammen. Der 

Proteintransfer erfolgte für eine Stunde in eiskaltem Blotpuffer mit Eisblock bei 100 V in 

einer Blotkammer unter ständiger Zirkulation des Puffers durch einen Magnetrührer. 

Nach Beendigung des Proteintransfers wurde die Nitrozellulosemembran für eine Stunde bei 

Raumtemperatur in Blockpuffer geblockt und anschließend über Nacht mit dem jeweiligen 

Primärantikörper (siehe Kapitel 4.1.4.3) bei 4 °C inkubiert. 

Am nächsten Morgen erfolgte ein dreimaliges Waschen der Membran für jeweils 10 min mit 

Waschpuffer und eine Inkubation mit dem entsprechenden Sekundärantikörper, abgedunkelt 

für eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach Ablauf der Inkubation wurde die Membran erneut 

gewaschen (zweimal mit Waschpuffer, einmal mit PBS für jeweils 10 min) und schließlich 

bei 700 und 800 nm im Odyssey Scanner (Li-COR) gescannt. Die Auswertung der Scans und 

Quantifizierung der Banden erfolgte mit der Software Odyssey Version 2.0. 
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4.2.3.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Zur Bestimmung der Zytokine KC und IL-10 wurde der Überstand der 

Stimulationsexperimente mittels Sandwich-ELISA (Kits siehe Kapitel 4.1.4.4) gemäß den 

Herstellerangaben analysiert. Zunächst erfolgte eine Beschichtung der ELISA-Platten mit 100 

µl pro Well des entsprechenden in PBS gelösten Primärantikörpers (Konzentration 2 µg/ml) 

über Nacht bei 4 °C. Am nächsten Morgen wurden die Wells 3x mit Waschpuffer (siehe 

Kapitel 4.1.4.1) gewaschen und für eine Stunde mit 300 µl Probenverdünnungspuffer 

geblockt. Nach erneutem Waschen wurden die Standards und Proben pur (IL-10) bzw. 1:100 

(KC) in Probenverdünnungspuffer aufgetragen (100 µl pro Well), die Platten anschließend 

mit einer Klebefolie versiegelt und für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf 

der Inkubationszeit und nochmaligem Waschen wurden 100 µl Sekundärantikörper (200 

ng/ml in Probenverdünnungspuffer) pro Well zugegeben und die Platten nach Versiegelung 

erneut für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach wiederholtem Waschschritt erfolgte 

eine Zugabe von 100 µl pro Well Streptavidin-Meerettich-Peroxidase (engl. „streptavidin-

horseradish peroxidase“, Streptavidin-HRP) gelöst in Probenverdünnungspuffer für 20 min, 

ein letzter Waschschritt sowie die Zugabe der Substratlösung mit einer Inkubation von etwa 

20 Minuten im Dunkeln. Die Farbreaktion wurde anschließend mit 50 µl Stopplösung pro 

Well gestoppt und die Intensität des Farbumschlages bei 450 nm im Plattenlesegerät (engl. 

„platereader“) gemessen. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels PRISM 5.0 (Graph 

Pad Prism ®). 

 

4.2.3.6 Statistik 

Bei allen in dieser Arbeit gezeigten Mikroskopiebildern und Western Blots handelt es sich um 

repräsentative Darstellungen aus mindestens zwei, in der Regel drei unabhängigen 

Experimenten. 

Die ELISA Daten resultieren aus Mittelwerten der Standardabweichungen von vier 

unabhängigen Versuchen. Die Ergebnisse wurden mittels One way ANOVA und Newman 

Keuls Post Test statistisch ausgewertet. Für Abbildung 4B und D bzw. Abbildung 6B und D 

wurde ein unpaired T-Test angewendet. Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 

weniger als 5% (p<0,05) wurden als statistisch signifikant betrachtet. Ein p-Wert kleiner 0,05 

wurde mit einem, kleiner 0,01 mit zwei und kleiner 0,001 mit drei Sternen markiert. 
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5. Ergebnisse 

 

5.1 Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in Makrophagen 

Zahlten et al. konnten zeigen, dass der Transkriptionsfaktor KLF4 in humanen 

Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) durch freie bakterielle DNA von Streptococcus 

pneumoniae über TLR9, MyD88 und Src-Kinasen induziert wird [97]. Im folgenden 

Abschnitt soll der Induktionsmechanismus von KLF4 durch Pneumokokken in Makrophagen 

beschrieben werden. Als Modellzellen für diese Studie dienten murine, aus 

Knochenmarkszellen differenzierte Makrophagen (engl. „bone marrow-derived 

macrophages“, BMMs). 

 

5.1.1 Streptococcus pneumoniae induziert dosisabhängig KLF4 in BMMs 

Zunächst wurde untersucht, ob Pneumokokken KLF4 in Makrophagen überhaupt induzieren. 

Dafür wurden Wildtyp BMMs (WT BMMs) für 6 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen 

der unbekapselten Sertoyp 2 Mutante D39Δcps stimuliert und die KLF4 Proteinexpression 

mittels Western Blot untersucht. Eine kapsellose Mutante wurde verwendet um die 

kapselbedingte Maskierung von bakteriellen Oberflächenstrukturen zu vermeiden, die 

eventuell an der Induktion von KLF4 beteiligt sein könnten. Der Einfluss der Kapsel auf die 

Induktion von KLF4 wird später untersucht. Der Stimulationszeitraum von 6 Stunden basiert 

auf Voruntersuchungen der gastgebenden Arbeitsgruppe.  

Unstimulierte BMMs exprimierten kein KLF4, wohingegen nach einer Stimulation mit 

D39Δcps (S.p.Δcps) ab einer Konzentration von 1x104 cfu/ml KLF4 dosisabhängig induziert 

wurde (siehe Abbildung 3A). Das konstitutiv exprimierte Protein Aktin diente als Nachweis 

einer gleichmäßigen Proteinbeladung der Kammern. 

Anschließend wurde die Expression von KLF4 nach Stimulation mit den beiden 

unbekapselten D39 Serotyp 2 Mutanten D39Δcps und R6x verglichen, wobei sich kein 

Unterschied zeigte (siehe Abbildung 3B). Beide Mutanten werden in den folgenden 

Abschnitten daher als S.p.Δcps bezeichnet.  
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5.1.2 Die Streptococcus pneumoniae-induzierte KLF4 Expression in BMMs ist nur 

teilweise TLR9- und MyD88-abhängig und unabhängig von den Src-Kinasen 

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die Induktion von KLF4 in Makrophagen durch 

Streptococcus pneumoniae wie in Bronchialepithelzellen über TLR9, MyD88 und die Src-

Kinasen erfolgt. Nach Stimulation von WT und TLR9 knockout (KO) BMMs für 6 Stunden 

mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps und 1 µg/ml CpG-DNA (einem Agonisten von TLR9) zeigte sich, 

dass die Induktion von KLF4 durch S.p.Δcps in TLR9 KO BMMs im Vergleich zu WT 

BMMs um etwa 25% reduziert war (siehe Abbildung 4A und B), jedoch nicht vollständig 

blockiert. CpG war nicht in der Lage KLF4 zu induzieren.  

Anschließend wurde die Beteiligung von MyD88 an der Induktion von KLF4 in BMMs 

untersucht. MyD88 ist ein essenzielles Adaptermolekül der Toll-like Rezeptoren und 

abgesehen von TLR3 in die Signalwege aller TLRs verschaltet [56]. Dabei zeigte sich, dass 

die Induktion von KLF4 durch S.p.Δcps in MyD88 KO BMMs im Vergleich zu WT BMMs 

wie bei TLR9 um etwa 25% reduziert war (siehe Abbildung 4C und D), jedoch wiederum 

nicht vollständig blockiert. 100 ng/ml LPS (ein Agonist von TLR4, für den sowohl ein 

MyD88- als auch TRIF-abhängiger Signalweg bekannt ist [40]) induzierten keine im Western 

Blot nachweisbare Expression von KLF4. 

 

 

 

 

Abbildung 3: Streptococcus pneumoniae induziert KLF4 in BMMs 

Abbildung 3: Streptococcus pneumoniae induziert KLF4 in WT BMMs 

Nachweis der Induktion von KLF4 in WT BMMs mittels Western Blot nach Stimulation mit S.p.Δcps in 

verschiedenen Konzentrationen für 6 Stunden (A). Die unbekapselten Serotyp 2 Mutanten D39Δcps und R6x 

(jeweils 1x106 cfu/ml) induzierten KLF4 in WT BMMs vergleichbar stark (B). Für die Western Blots wurden 

40 µg Gesamtproteinextrakt aufgetragen. Aktin diente dem Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung. 

(A) zeigt einen repräsentativen Blot aus 3 und (B) aus 2 unabhängigen Experimenten. 
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Die Src-Kinasen steuern Signalwege in Makrophagen, die über eine Reorganisation des 

Zytoskeletts wichtige Funktionen wie Zelladhäsion, Mobilität und Phagozytose kontrollieren 

[110]. Sanjuan et al. konnten zeigen, dass Src-Kinasen in den MyD88-abhängigen Signalweg 

von TLR9 in Makrophagen verschaltet sind [111]. Zur Untersuchung einer eventuellen 

Beteiligung der Src- Kinasen an der Regulation der KLF4 Expression in BMMs wurden WT 

BMMs für eine Stunde mit dem Src-Signalweginhibitor 4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(T-

butyl)pyrazolol[3,4-d] pyrimidin (PP2) sowie der PP2 Negativkontrolle 4-Amino-7-

phenylpyrazolol[3,4-d] pyrimidin (PP3) (jeweils 10 µM) vorbehandelt und anschließend für 6 

Stunden mit S.p.Δcps stimuliert. Im Western Blot zeigte sich, dass S.p.Δcps trotz Blockade 

des Src-Signalweges KLF4 in WT BMMs unverändert induzierte (siehe Abbildung 5). 

 

Abbildung 4: Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in BMMs ist teilweise abhängig 

von TLR9 und MyD88 

Stimulation von WT BMMs und TLR9 KO (A) bzw. MyD88 KO BMMs (C) mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps und 

1 µg/ml CpG (A) bzw. 100 ng/ml LPS (C) für 6 Stunden. Die Expression von KLF4 wurde mittels Western 

Blot dargestellt. Aktin diente dem Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. Für die 

Western Blots wurden 40 µg Gesamtproteinextrakt aufgetragen. (A) und (C) zeigen einen repräsentativen 

Blot aus 3 unabhängigen Experimenten. Die KLF4 und Aktinbanden der mit S.p.Δcps stimulierten BMMs in 

(A) und (C) wurden mittels Odyssey 2.0 Infrared Imaging System quantifiziert und das Verhältnis von KLF4 

zu Aktin berechnet. Das Ergebnis wurde als Reduktion vom WT dargestellt. (B) und (D) zeigen die 

Quantifizierungen von jeweils drei unabhängigen Experimenten von (A) bzw. (C). Dabei zeigte sich sowohl 

in TLR9 KO (B) als auch MyD88 KO (D) BMMs eine um ca. 25% reduzierte Induktion von KFL4 im 

Vergleich zu den korrespondierenden WT BMMs. Statistik: unpaired T-Test. * p<0,05; *** p<0,001. 
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5.1.3 Die Induktion von KLF4 in BMMs durch Pneumokokken ist teilweise 

abhängig von TRIF, aber unabhängig von NOD2, TLR2, SIGN-R1, Ply und den 

Inflammasomen 

Neben MyD88 ist TRIF das zweite wichtige TLR-Adaptermolekül [56]. Nach Stimulation 

von WT und TRIF KO BMMs für 6 Stunden mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps und 10 µg/ml 

Poly(I:C) (Polyinosin-polycytidyl Säure, einem synthetischen RNA-Analogon und Agonisten 

des TRIF-abhängigen TLR3 [40]) zeigte sich, dass die Induktion von KLF4 durch S.p.Δcps in 

TRIF KO BMMs im Vergleich zu WT BMMs ebenfalls um ca. 25% reduziert war (siehe 

Abbildung 6A und B). Poly(I:C) war nicht in der Lage KLF4 zu induzieren. 

Der zytosolische NLR NOD2 wird durch Peptidoglykanfragmente der Zellwand von 

Streptococcus pneumoniae aktiviert [77]. Im nächsten Schritt wurden daher WT und NOD2 

KO BMMs für 6 Stunden mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps und 10 µg/ml des NOD2-Agonisten 

Muramyldipeptid (MDP) stimuliert und die KLF4 Induktion im Western Blot untersucht. 

Dabei zeigte sich, dass NOD2 nicht an der Induktion von KLF4 in BMMs durch 

Pneumokokken beteiligt ist (siehe Abbildung 6C und D). 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in BMMs ist unabhängig 

von den Src-Kinasen 

WT BMMs wurden für eine Stunde mit 10 µM PP2 (Src-Kinaseninhibitor) bzw. PP3 (inaktives PP2-

Analogon) behandelt und anschlieβend für 6 Stunden mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps stimuliert. Die 

Expression von KFL4 wurde mittels Western Blot dargestellt (40 µg Gesamtproteinextrakt). Trotz 

Blockade des Src-Signalweges konnte S.p.Δcps KLF4 unverändert induzieren. Aktin diente dem 

Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. Die Abbildung zeigt einen 

repräsentativen Blot aus 3 unabhängigen Experimenten. 
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TLR2 erkennt Zellwandbestandteile der Pneumokokken wie Peptidoglykan und 

Teichonsäureketten [73]. Das Makrophagen-aktivierende Lipopeptid (engl. „macrophage-

activating lipopeptide”, Malp-2) aktiviert gezielt TLR2, welcher dafür mit TLR6 interagiert 

[50]. Eine Stimulation von WT BMMs mit 0,1 µg/ml Malp-2 für 6 Stunden führte jedoch 

nicht zu einer Induktion von KLF4 (siehe Abbildung 7A). Auch eine gleichzeitige Stimulation 

von WT BMMs mit den TLR-Agonisten LPS (0,1 µg/ml), Malp-2 (0,1 µg/ml), CpG (1 µg/ml) 

und dem NOD2-Agonisten MDP (10 µg/ml) induzierte keine Expression von KFL4 im 

Western Blot (siehe Abbildung 7B). 

Zymosan ist ein aus Hefepilzen isolierter Zellwandbestandteil und aktiviert TLR2 sowie 

CLRs auf der Oberfläche von Makrophagen wie Dectin-1 und SIGN-R1 [41, 112]. SIGN-R1 

erkennt Kapselpolysaccharide von Streptococcus pneumoniae und fördert nach Aktivierung 

Abbildung 6: Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in BMMs ist teilweise abhängig 

von TRIF aber unabhängig von NOD2 

Stimulation von WT BMMs und TRIF KO (A) bzw. NOD2 KO BMMs (C) mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps und 

10 µg/ml Poly(I:C) (A) bzw. 10 µg/ml MDP (C) für 6 Stunden. Die Expression von KLF4 wurde mittels 

Western Blot dargestellt. Aktin diente dem Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. 

Für die Western Blots wurden 40 µg Gesamtproteinextrakt aufgetragen. (A) und (C) zeigen einen 

repräsentativen Blot aus 3 unabhängigen Experimenten. Die KLF4 und Aktinbanden der mit S.p.Δcps 

stimulierten BMMs in (A) und (C) wurden mittels Odyssey 2.0 Infrared Imaging System quantifiziert und 

das Verhältnis von KLF4 zu Aktin berechnet. Das Ergebnis wurde als Reduktion vom WT dargestellt. (B) 

und (D) zeigen die Quantifizierungen von jeweils drei unabhängigen Experimenten von (A) bzw. (C). Dabei 

zeigte sich in TRIF KO BMMs eine um ca. 25% reduzierte Induktion von KLF4 (B). NOD2 KO BMMs 

exprimierten KLF4 nach Pneumokokkenstimulation vergleichbar stark wie die korrespondierenden WT 

BMMs (D). Statistik: unpaired T-Test. * p<0,05. 
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die Phagozytose der Erreger [73]. Eine Stimulation von WT BMMs für 6 Stunden mit 

Zymosan (ZYM) in verschiedenen Konzentrationen (25 – 500 µg/ml) führte nicht zu einer 

Induktion von KLF4 (siehe Abbildung 7C). 

Pneumolysin (Ply), ein Virulenzfaktor von Streptococcus pneumoniae, aktiviert 

wahrscheinlich TLR4 [77]. Eine Stimulation von WT BMMs mit 1x106 cfu/ml eines 

unbekapselten, Pneumolysin-defizienten Serotyp 2 Pneumokokkenstammes (S.p.ΔcpsΔply) 

für 6 Stunden resultierte in einer vergleichbar starken Induktion von KLF4 wie durch 1x106 

cfu/ml eines unbekapselten, Pneumolysin-kompetenten Serotyp 2 Pneumokokkenstammes 

(S.p.Δcps) (siehe Abbildung 7D). Die Induktion von KLF4 scheint also unabhängig von 

Pneumolysin zu sein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NLRP3 ist ein NLR, der nach Antigenerkennung große, multimere Proteinkomplexe bildet, 

welche Inflammasome genannt werden [56]. NLRP3 wird durch Pneumolysin von 

Streptococcus pneumoniae aktiviert [69, 77]. Nach Stimulation von WT und NLRP3 KO 

BMMs mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps für 6 Stunden zeigte sich eine unverändert starke 

Abbildung 7: Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in BMMs ist unabhängig von 

TLR2, SIGN-R1 und Pneumolysin 

Stimulation von WT BMMs mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps und 0,1 µg/ml LPS, 0,1 µg/ml MALP-2 und 1 µg/ml 

CPG einzeln (A) bzw. als pattern recognition receptor ligand (PRRL)-Mix (bestehend aus 0,1 µg/ml LPS, 

0,1 µg/ml MALP-2, 1 µg/ml CPG und 10 µg/ml MDP) (B). Lediglich S.p.Δcps induzierte KLF4, nicht 

jedoch die PRR-Agonisten. Zymosan (ZYM) in verschiedenen verschiedenen Konzentrationen (25-500 

µg/ml) induzierte ebenfalls keine Expression von KLF4 in WT BMMs (C). Pneumolysin-defiziente 

Pneumokkken (S.p.ΔcpsΔply) induzierten KLF4 in WT BMMs vergleichbar stark wie die Pneumolysin-

kompetenten S.p.Δcps (D). Die Expression von KLF4 wurde mittels Western Blot dargestellt. Aktin diente 

dem Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. Für die Western Blots wurden 40 µg 

Gesamtproteinextrakt aufgetragen. (A) und (D) zeigen einen repräsentativen Blot aus 3, (B) und (C) aus 2 

unabhängigen Experimenten. 
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Expression von KLF4 in NLRP3 KO BMMs im Vergleich zu den korrespondierenden WT 

BMMs (siehe Abbildung 8A). 

Ähnlich verhielt es sich mit ASC KO BMMs. Neben NLRP3 sind weitere Inflammasom-

bildende Rezeptoren an der Erkennung von Pneumokokken beteiligt, wie beispielsweise 

AIM2 [77]. Zentrales Adapterprotein der Inflammasome ist ASC [113]. Trotz knockout von 

ASC zeigte sich im Western Blot eine im Vergleich zu den korrespondierenden Wildtypen 

unverändert starke Induktion von KLF4 durch 1x106 cfu/ml S.p.Δcps (siehe Abbildung 8B). 

Die Induktion von KLF4 in BMMs durch Pneumokokken scheint also unabhängig von den 

Inflammasomen zu sein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.4 Bekapselte Pneumokokken induzieren KLF4 in BMMs schwächer, die 

KLF4-Induktion ist jedoch Phagozytose-unabhängig 

Die dicke Polysaccharidkapsel von Streptococcus pneumoniae ist ein wichtiger 

Pathogenitätsfaktor und schützt das Bakterium u.a. durch Maskierung von 

Oberflächenstrukturen vor einer Phagozytose [24]. Nach Stimulation von WT BMMs mit 

1x106 cfu/ml eines unbekapselten (S.p.Δcps) und eines bekapselten Serotyp 2 

Pneumokokkenstammes (D39) für 6 Stunden zeigte sich im anschließenden Western Blot eine 

schwächere Induktion von KLF4 durch den bekapselten Stamm (siehe Abbildung 9A). 

Zur Untersuchung eines möglichen Zusammenhangs mit der Phagozytose wurden WT BMMs 

für 30 Minuten mit 2 µM Cytochalasin D (Cyto D) vorbehandelt und anschließend für 6 

Stunden mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps stimuliert. Cyto D inhibiert die Phagozytose durch 

Abbildung 8: Inflammasome sind nicht an der Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae 

in BMMs beteiligt 

Stimulation von WT BMMs und NLRP3 KO (A) bzw. ASC KO BMMs (B) mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps für 6 

Stunden. NLRP3 KO und ASC KO BMMs exprimierten KLF4 nach Stimulation vergleichbar stark wie die 

korrespondierenden WT BMMs. Die Expression von KLF4 wurde mittels Western Blot dargestellt. Aktin 

diente dem Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. Für die Western Blots wurden 40 

µg Gesamtproteinextrakt aufgetragen. Die Abbildungen zeigen einen repräsentativen Blot aus jeweils 2 

unabhängigen Experimenten. 
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Blockade der Mikrofilament-Polymerisation [109]. Im Western Blot stellte sich heraus, dass 

KLF4 in WT BMMs trotz Inhibierung der Phagozytose unverändert durch Pneumokokken 

induziert wurde (siehe Abbildung 9B). Die erfolgreiche Blockade der Phagozytose wurde 

mittels Phagozytose-Assay validiert. Die Auswertung ergab nach Zusammenfassung von drei 

unabhängigen Experimenten durchschnittlich 3x105 cfu/ml Pneumokokken in den 

unbehandelten und 0 cfu/ml in den mit Cyto D behandelten BMMs (siehe Abbildung 9C). Die 

Induktion von KLF4 durch Pneumokokken in BMMs scheint also abhängig von der Kapsel, 

aber unabhängig von der Phagozytose zu sein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.5 Für die Induktion von KLF4 müssen Pneumokokken direkten Kontakt mit 

den BMMs haben, lebendig sein und replizieren 

Im nächsten Schritt wurde die Frage gestellt, ob direkter Kontakt zwischen den 

Pneumokokken und den BMMs für die Induktion von KLF4 notwendig ist. Dafür wurde ein 

Transwell-System eingesetzt (siehe Abbildung 10A). Dieses besteht aus einer dünnen 

Membran mit mikroskopisch kleinen Poren (Durchmesser 0,4 µm), welche eine 

Pneumokokkensuspension im Überstand von am Boden des Wells adherenten BMMs trennt. 

Lösliche Faktoren bzw. sezernierte Moleküle können die Membran passieren, ganze 

Abbildung 9: Bekapselte Pneumokokken induzieren KLF4 in WT BMMs schwächer, die KLF4-

Induktion ist jedoch Phagozytose-unabhängig 

Stimulation von WT BMMs mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps und 1x106 cfu/ml bekapselten D39 Pneumokokken 

für 6 Stunden (A). D39 induzierte KLF4 schwächer als S.p.Δcps. Inkubation von WT BMMs für 30min mit 2 

µM Cytochalasin D (Cyto D) und anschlieβende Stimulation mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps für 6 Stunden (B). 

KLF4 wurde trotz Cyto D Behandlung unverändert induziert. Die Expression von KLF4 wurde mittels 

Western Blot dargestellt. Aktin diente dem Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. 

Für die Western Blots wurden 40 µg Gesamtproteinextrakt aufgetragen. (A) und (B) zeigen einen 

repräsentativen Blot aus 3 unabhängigen Experimenten. Validierung der Phagozytoseinhibierung mittels 

Phagozytose-Assay (C). Nach 30 minütiger Vorbehandlung mit 2 µM Cyto D wurden die BMMs mit 1x106 

cfu/ml S.p.Δcps (Input) für 1 Stunde stimuliert. Anschlieβend wurde dem Überstand (supernatant, SN) 50 

µg/ml Gentamycin für 1 Stunde beigemischt. Der Überstand war danach frei von Pneumokokken (SN 1h 

Genta). Die BMMs wurden mit PBS gewaschen und mit 1% Saponin lysiert. In nicht mit Cyto D 

behandelten BMMs (Lyse -CytoD) waren durchschnittlich 3x105 cfu/ml und in mit Cyto D behandelten 

BMMs (Lyse +CytoD) 0 cfu/ml phagozytierte Pneumokokken nachweisbar. (C) zeigt die Zusammenfassung 

von 3 unabhängigen Experimenten.  
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Pneumokokken nicht. Nach Stimulation von WT BMMs mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps ohne und 

mit Transwell-System zeigte sich, dass nur Pneumokokken in direktem Kontakt mit den 

BMMs (ohne trennende Transwell-Membran) KLF4 induzierten (siehe Abbildung 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zur Identifikation der Struktur auf der Oberfläche der Pneumokokken, die nach direktem 

Kontakt für die Induktion von KLF4 in BMMs verantwortlich ist, wurden S.p.Δcps vor der 

Stimulation von WT BMMs mit Hitze, Proteinase K (PK), Pronase E (PE), Ethanol oder 

Natriumperiodat (NaIO4) behandelt, um bestimmte Oberflächenkomponenten zu denaturieren.  

Hitze, PK und PE denaturieren proteinerge Oberflächenstrukturen, Ethanol Lipide und NaIO4 

verdaut Kohlenhydratketten. Nach der Behandlung wurden die Pneumokokken auf 

Blutagarplatten ausplattiert um die Vitalität zu überprüfen. Hitze und Ethanol tötete die 

Pneumokokken vollständig ab, wohingegen mit PK, PE und NaIO4 behandelte S.p.Δcps noch 

in der Lage waren Kolonien zu bilden. 

Anschlieβend wurden WT BMMs mit den behandelten Pneumokokken stimuliert. Dabei 

zeigte sich, dass nur lebendige (mit PK, PE und NaIO4 behandelte) Pneumokokken KLF4 in 

WT BMMs induzierten, nicht jedoch abgetötete (Hitze und Ethanol) (siehe Abbildung 11A 

und D). Da mit NaIO4 behandelte S.p.Δcps KLF4 in WT BMMs induzieren konnten, scheinen 

intakte Kohlenhydratketten auf der bakteriellen Oberfläche für eine Induktion von KLF4 nicht 

erforderlich zu sein. 

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob neben Lebendigkeit auch bakterielle Replikation für 

eine Induktion von KLF4 notwendig ist. FCS (fetales Kälberserum, fetal calf serum) ist als 

Bestandteil des bakteriellen Nährmediums für eine Replikation von S.p.Δcps essenziell (siehe 

Abbildung 10: Für die Induktion von KLF4 müssen die Pneumokokken direkten Kontakt mit den 

BMMs haben 

Schematische Darstellung eines Transwell-Systems (A). Stimulation von WT BMMs mit 1x106 cfu/ml 

S.p.Δcps ohne bzw. mit Transwell-System für 6 Stunden (B). Nur Pneumokokken in direktem Kontakt mit 

den BMMs induzierten KLF4. Die Expression von KLF4 wurde mittels Western Blot dargestellt (40 µg 

Gesamtproteinextrakt). Aktin diente dem Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. (B) 

zeigt einen repräsentativen Blot aus 3 unabhängigen Experimenten. 
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Abbildung 11B). Nach Stimulation von WT BMMs mit S.p.Δcps mit und ohne FCS im 

Stimulationsmedium zeigte sich, dass nur Pneumokokken in FCS-haltigem Medium KLF4 

induzierten (siehe Abbildung 11C und D). Für eine Induktion von KLF4 in BMMs scheinen 

die Pneumokokken also lebendig sein und replizieren zu müssen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.6 Um KLF4 in BMMs zu induzieren, müssen Pneumokokken autolysieren 

Die Fähigkeit zur Autolyse ist ein wichtiger Pathogenitätsfaktor der Pneumokokken und eng 

an den Prozess der Replikation gekoppelt [30]. Autolysin A (LytA) ist das Hauptautolysin 

von Streptococcus pneumoniae. Die durch LytA vermittelte Autolyse setzt Virulenzfaktoren 

wie Pneumolysin sowie bakterielle Bestandteile wie Nukleinsäuren oder Zellwandfragmente 

frei, welche potente Aktivatoren von Entzündungszellen wie Makrophagen sind [32].  

Abbildung 11: Für die Induktion von KLF4 in BMMs müssen die Pneumokokken lebendig sein und 

replizieren 

Stimulation von WT BMMs für 6 Stunden mit 1x106 cfu/ml lebenden (S.p.Δcps und NaIO4-inaktivierte 

S.p.Δcps) bzw. 1x107 cfu/ml toten (Hitze- und Ethanol-inaktivierte S.p.Δcps) Pneumokokken (A). Nur 

lebendige Pneumokokken induzierten KLF4. 1x106 cfu/ml S.p.Δcps (Input) wurden für 15 Stunden in RPMI 

ohne oder mit FCS im Brutschrank inkubiert und anschlieβend auf Blutagarplatten ausplattiert. Am nächsten 

Morgen erfolgte eine Zählung der gewachsenen Kolonien mit Darstellung als x-faches vom Input (B). Nur 

Pneumokokken in FCS-haltigem RPMI waren in der Lage Kolonien zu bilden und somit zu replizieren. Die 

Graphik repräsentiert die durchschnittliche Anzahl an Kolonien ± Standardfehler des Mittelwertes nach 

Zusammenfassung von drei unabhängigen Experimenten. Stimulation von WT BMMs für 6 Stunden mit 

1x106 cfu/ml S.p.Δcps mit bzw. ohne FCS im Stimulationsmedium (C). Nur replizierende S.p.Δcps in FCS-

haltigem Medium waren in der Lage KLF4 zu induzieren. Stimulation von WT BMMs mit 1x106 cfu/ml 

lebenden (S.p.Δcps und PK- bzw. PE-inaktivierte S.p.Δcps) Pneumokokken mit bzw. ohne FCS im 

Stimulationsmedium (D). Nur lebende und replizierende Pneumokokken induzierten KLF4. Die Expression 

von KLF4 wurde mittels Western Blot dargestellt. Aktin diente dem Nachweis einer gleichmäβigen 

Proteinbeladung der Kammern. Für die Western Blots wurden 40 µg Gesamtproteinextrakt aufgetragen. (A), 

(C) und (D) zeigen einen repräsentativen Blot aus 3 unabhängigen Experimenten. 
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Um die Frage zu beantworten, ob Pneumokokken nicht nur replizieren sondern auch 

autolysieren müssen um KLF4 zu induzieren, wurden WT BMMs für 6 Stunden mit 1x106 

cfu/ml S.p.Δcps sowie 1x106 cfu/ml eines unbekapselten, LytA-defizienten Serotyp 2 

Pneumokokkenstammes (S.p.ΔcpsΔlytA) stimuliert (siehe Abbildung 12A). Dabei zeigte sich, 

dass S.p.ΔcpsΔlytA nicht in der Lage war KLF4 in WT BMMs zu induzieren. Pneumokokken 

müssen also autolysieren und somit wahrscheinlich einen Faktor aus dem Zellinneren 

freisetzen um KLF4 in BMMs zu induzieren. 

Zur Untersuchung der Annahme, dass für die Induktion von KLF4 ein Faktor notwendig ist, 

der bei der Autolyse der Pneumokokken freigesetzt wird, wurden WT BMMs mit dem 

Pneumokokken-freien Überstand (supernatant, SN) von (LytA-kompetenten) S.p.Δcps allein 

und in Kombination mit S.p.ΔcpsΔlytA stimuliert (siehe Abbildung 12B). Während beide 

Komponenten einzeln KLF4 nicht induzierten, führte eine Kombination zu einer erneuten 

Expression von KLF4. Somit scheint für eine Induktion von KLF4 in BMMs direkter Kontakt 

mit den Pneumokokken sowie ein Faktor notwendig zu sein, der bei der bakteriellen Autolyse 

freigesetzt wird. 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.7 Für die Induktion von KLF4 in BMMs ist direkter Kontakt mit den 

Pneumokokken sowie freie DNA notwendig 

Durch LytA-vermittelte Autolyse der Pneumokokken werden u.a. bakterielle DNA-Moleküle 

freigesetzt [32]. In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass der DNA erkennende 

TLR9 zumindest teilweise an der Induktion von KLF4 in BMMs beteiligt ist. Im nächsten 

Abbildung 12: Direkter Kontakt zwischen Pneumokokken und BMMs sowie ein bei der bakteriellen 

Autolyse freigesetzter Faktor sind für die Induktion von KLF4 in BMMs notwendig 

Stimulation von WT BMMs für 6 Stunden mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps bzw. 1x106 cfu/ml S.p.ΔcpsΔlytA (A). 

S.p.ΔcpsΔlytA war nicht in der Lage KLF4 zu induzieren. Stimulation von WT BMMs für 6 Stunden mit dem 

Pneumokokken-freien Überstand (SN) von S.p.Δcps allein bzw. in Kombination mit 1x106 cfu/ml 

S.p.ΔcpsΔlytA (B). Weder S.p.ΔcpsΔlytA, noch der Überstand von S.p.Δcps allein induzierten KLF4, jedoch 

führte die Kombination aus beiden Komponenten zu einer Induktion von KLF4. Die Expression von KLF4 

wurde mittels Western Blot dargestellt. Aktin diente dem Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung 

der Kammern. Für die Western Blots wurden 40 µg Gesamtproteinextrakt aufgetragen. (A) zeigt einen 

repräsentativen Blot aus 3 und (B) aus 2 unabhängigen Experimenten. 
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Schritt wurde daher untersucht, ob der durch bakterielle Autolyse freigesetzte und für die 

Induktion von KLF4 notwendige Faktor eventuell bakterielle DNA ist. Nach Isolation von 

DNA aus S.p.Δcps wurden WT BMMs mit 5 µg bakterieller DNA allein und in Kombination 

mit 1x106 cfu/ml S.p.ΔcpsΔlytA für 6 Stunden stimuliert (siehe Abbildung 13A). Während 

S.p.ΔcpsΔlytA und DNA allein KLF4 nicht induzierten, stellte die Kombination die 

Expression von KLF4 wieder her. Dieser Effekt konnte durch Verdau der bakteriellen DNA 

mit 5 Units (U) DNase pro 5 µg DNA vor Stimulation wieder aufgehoben werden (siehe 

Abbildung 13C). Der erfolgreiche DNase-Verdau wurde mittels Gelelektrophorese verifiziert 

(siehe Abbildung 13B). Für die Induktion von KLF4 ist also direkter Kontakt zwischen 

Pneumokokken und BMMs sowie freie bakterielle DNA notwendig. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um zu prüfen, ob KLF4 in BMMs auch durch LytA-defiziente Pneumokokken in 

Kombination mit prokaryotischer DNA aus anderen Bakterien oder eukaryotischer DNA 

induziert werden kann, wurden WT BMMs mit 1x106 cfu/ml S.p.ΔcpsΔlytA plus 5 µg 

isolierter DNA aus S.p.Δcps (S.p.), Escherichia coli (E.coli) oder Staphylococcus aureus 

(S.au.) bzw. 5 µg muriner oder humaner DNA stimuliert (siehe Abbildung 14A). Dabei zeigte 

sich, dass S.p.ΔcpsΔlytA sowohl in Kombination mit prokaryotischer DNA aus anderen 

Bakterien als auch in Kombination mit eukaryotischer DNA KLF4 in BMMs induzieren kann. 

Abbildung 13: Für die Induktion von KLF4 in BMMs ist direkter Kontakt mit den Pneumokokken 

sowie freie bakterielle DNA notwendig 

Stimulation von WT BMMs für 6 Stunden mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps sowie 1x106 cfu/ml S.p.ΔcpsΔlytA 

allein und in Kombination mit 5 µg isolierter DNA von S.p.Δcps (A). Während S.p.ΔcpsΔlytA sowie DNA 

allein KLF4 nicht induzierten, stellte die Kombination die Expression wieder her. Anschlieβend wurde die 

bakterielle DNA vor Stimulation für 15 Stunden mit 5 U DNase pro 5 µg DNA verdaut. Der erfolgreiche 

DNase-Verdau wurde mittels Gelelektrophorese nachgewiesen (B). Nach Verdau war die DNA nicht mehr in 

der Lage KLF4 in Kombination mit 1x106 cfu/ml S.p.ΔcpsΔlytA in WT BMMs zu induzieren (C). Die 

Expression von KLF4 wurde mittels Western Blot dargestellt. Aktin diente dem Nachweis einer 

gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. Für die Western Blots wurden 40 µg Gesamtproteinextrakt 

aufgetragen. (A) und (C) zeigen einen repräsentativen Blot aus 3 unabhängigen Experimenten. 
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Eine Stimulation von WT BMMs für 6 Stunden mit 10 µg isolierter RNA aus S.p.Δcps allein 

oder in Kombination mit 1x106 cfu/ml S.p.ΔcpsΔlytA führte nicht zu einer Induktion von 

KLF4 (siehe Abbildung 14B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.8 Die Induktion von KLF4 in BMMs durch Streptococcus pneumoniae ist 

unabhängig von RAGE und STING 

Da freie DNA für die Induktion von KLF4 durch Pneumkokken in BMMs notendig ist, wurde 

im nächsten Schritt eine Beteiligung bekannter DNA-erkennender PRRs der Makrophagen 

untersucht. Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde, scheint TLR9 an der Induktion von 

KLF4 beteiligt zu sein. Das Paradigma, dass TLR9 nur durch mikrobielle (CpG-reiche) DNA-

Sequenzen aktiviert werden kann, wird schon seit einiger Zeit in Frage gestellt. Auch 

eukaryotische DNA ist wahrscheinlich in der Lage, TLR9 zu aktivieren [63]. Da Phagozytose 

für eine erfolgreiche Induktion von KLF4 in BMMs durch Pneumokokken nicht notwendig 

ist, wird der endolysosomal lokalisierte TLR9 möglicherweise über einen Phagozytose-

unabhängigen Weg erreicht und aktiviert. Das bei Nekrose aus Makrophagen freigesetzte high 

mobility group box 1 protein (HMGB1) kann extrazelluläre DNA-Moleküle binden, über den 

Rezeptor RAGE auf der Oberfläche von Makrophagen in das Endolysosom gelangen und 

TLR9 aktivieren [57]. Nach Stimulation von WT BMMs und RAGE KO BMMs mit 1x106 

Abbildung 14: LytA-defiziente Pneumokokken induzieren auch in Kombination mit freier pro- oder 

eukaryotischer DNA aus anderen Organismen KLF4 in BMMs, nicht jedoch mit freier RNA 

Stimulation von WT BMMs für 6 Stunden mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps und 1x106 cfu/ml S.p.ΔcpsΔlytA allein 

sowie in Kombination mit 5 µg isolierter DNA aus S.p.Δcps (S.p.), Escherichia coli (E.coli), Staphylococcus 

aureus (S.au.), Maus (murin) und Mensch (human) (A). Sowohl freie prokaryotische DNA aus Escherichia 

coli und Staphylococcus aureus als auch freie eukaryotische DNA aus Maus und Mensch induzierten in 

Kombination mit S.p.ΔcpsΔlytA eine Expression von KLF4 in WT BMMs. Eine Stimulation von WT BMMs 

für 6 Stunden mit 1x106 cfu/ml S.p.ΔcpsΔlytA und 10 µg isolierter RNA aus S.p.Δcps einzeln oder in 

Kombination induzierte hingegen keine KLF4 Expression (B). Die Expression von KLF4 wurde mittels 

Western Blot dargestellt. Aktin diente dem Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. 

Für die Western Blots wurden 40 µg Gesamtproteinextrakt aufgetragen. Die Abbildungen zeigen jeweils 

einen repräsentativen Blot aus 3 unabhängigen Experimenten. 
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cfu/ml S.p.Δcps für 6 Stunden zeigte sich jedoch, dass RAGE KO BMMs unverändert KLF4 

exprimierten (siehe Abbildung 15A). Die Induktion von KLF4 scheint also nicht über RAGE 

vermittelt zu werden. 

STING ist ein wichtiges Adapterprotein der zytosolischen DNA-Erkennung in Makrophagen 

und in Signalwege zahlreicher, teilweise noch unbekannter DNA-erkennenden Rezeptoren 

verschaltet [114]. STING KO BMMs exprimierten jedoch nach Stimulation mit 1x106 cfu/ml 

S.p.Δcps für 6 Stunden im Vergleich zu den korrespondierenden WT BMMs unverändert 

KLF4 (siehe Abbildung 15B). STING ist also ebenfalls nicht an der Induktion von KLF4 in 

BMMs durch Pneumokokken beteiligt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.9 Die Induktion von KLF4 in BMMs durch Streptococcus pneumoniae ist 

unabhängig von Typ 1 Interferonen 

Streptococcus pneumoniae induziert hauptsächlich über eine Aktivierung zytosolischer DNA-

Rezeptoren die Bildung von Typ 1 Interferonen (IFNs) in Makrophagen, welche über den 

nahezu von allen Zelltypen exprimierten Interferon-α/β Rezeptor (IFNAR) sowohl auto- als 

auch parakrin die Expression von IFN-stimulierten Genen (ISGs) steuern [77, 103]. Da für 

eine Induktion von KLF4 in BMMs durch Pneumokokken die Erkennung freier DNA-

Moleküle notwendig ist, wurde nun geprüft, ob diese Induktion von einer Typ 1 IFN Antwort 

abhängig ist. Eine Stimulation von WT und IFNAR KO BMMs mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps für 

6 Stunden führte jedoch zu einer vergleichbar starken Expression von KLF4 in den IFNAR 

KO BMMs wie in den korrespondierenden WT BMMs (siehe Abbildung 16A). Eine 

Abbildung 15: Die Induktion von KLF4 durch Pneumokokken in BMMs ist unabhängig von RAGE 

und STING 

Stimulation von WT BMMs und RAGE KO BMMs (A) bzw. STING KO BMMs (B) mit 1x106 cfu/ml 

S.p.Δcps für 6 Stunden. Es zeigte sich, dass sowohl RAGE KO als auch STING KO BMMs KLF4 

vergleichbar stark wie die korrespondierenden WT BMMs exprimierten. Die Expression von KLF4 wurde 

mittels Western Blot dargestellt. Aktin diente dem Nachweis einer gleichmäβigen Proteinbeladung der 

Kammern. Für die Western Blots wurden 40 µg Gesamtproteinextrakt aufgetragen. Die Abbildungen zeigen 

einen repräsentativen Blot aus jeweils 2 unabhängigen Experimenten. 
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Stimulation von WT BMMs für 6 Stunden mit 500 U/ml IFNβ allein oder in Kombination mit 

1x106 cfu/ml S.p.ΔcpsΔlytA führte nicht zu einer Induktion von KLF4 (siehe Abbildung 16B). 

Somit scheint die Pneumokokken-vermittelte Induktion von KLF4 in BMMs unabhängig von 

Typ 1 IFNs zu sein. 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 Funktion von KLF4 in Makrophagen bei Infektion mit Streptococcus 

pneumoniae 

Es ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor KLF4 eine Rolle bei der Immunantwort in 

Makrophagen spielt. Ob KLF4 eher pro- oder antiinflammatorische Signalwege in 

Makrophagen fördert, konnte bisher nicht eindeutig geklärt werden [85, 93, 95, 96]. 

In der Pneumokokkenpneumonie steuert KLF4 in Bronchialepithelzellen die Ausschüttung 

des antiinflammatorischen Zytokins IL-10, was wahrscheinlich die Entzündungsreaktion 

eindämmt und einer entzündungsbedingten Schädigung des Lungengewebes entgegenwirkt 

[97]. Ob KLF4 bei einer Infektion mit Pneumokokken auch in Makrophagen eine funktionelle 

Bedeutung für die Immunantwort hat, ist bislang nicht untersucht. 

Um diese Frage zu beantworten, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit BMMs aus in 

vivo mit 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) behandelten ERT-Cre-/-/KLF4loxPloxP Mäusen (KLF4 

WT) und ERT-Cre+/-/KLF4loxPloxP Mäusen (KLF4 KD) isoliert. Der erfolgreiche knockdown 

(KD) von KLF4 wurde nach Stimulation der BMMs mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps im Western 

Blot nachgewiesen (siehe Abbildung 17). 

Abbildung 16: Die Induktion von KLF4 durch Streptococcus pneumoniae in BMMs ist unabhängig von 

IFNAR und IFNβ 

Stimulation von WT BMMs und IFNAR KO BMMs mit 1x106 cfu/ml S.p.Δcps für 6 Stunden (A). IFNAR 

KO BMMs exprimierten KLF4 vergleichbar stark wie die korrespondierenden WT BMMs. Stimulation von 

WT BMMs für 6 Stunden mit 500 U/ml IFNβ allein und in Kombination mit 1x106 cfu/ml S.p.ΔcpsΔlytA 

(B). IFNβ war nicht in der Lage KLF4 zu induzieren, auch nicht in Kombination mit S.p.ΔcpsΔlytA. Die 

Expression von KLF4 wurde mittels Western Blot dargestellt. Aktin diente dem Nachweis einer 

gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. Für die Western Blots wurden 40 µg Gesamtproteinextrakt 

aufgetragen. Die Abbildungen zeigen einen repräsentativen Blot aus jeweils 2 unabhängigen Experimenten. 
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Abbildung 17: Nachweis des KLF4 knockdown im Western Blot 

Stimulation von KLF4 WT und KLF4 KD BMMs mit 1x106 cfu/ml 

S.p.Δcps für 6 Stunden. Die Expression von KLF4 wurde mittels 

Western Blot dargestellt. Aktin diente dem Nachweis einer 

gleichmäβigen Proteinbeladung der Kammern. Für den Western Blot 

wurden 40 µg Gesamtproteinextrakt aufgetragen. Die Abbildung 

zeigt einen repräsentativen Blot aus 2 unabhängigen Experimenten. 

 

  

 

 

 

 

 

5.2.1 KLF4 KD BMMs imponieren nach Stimulation mit Pneumokokken stärker 

morphologisch verändert als KLF4 WT BMMs 

Vor und nach der Stimulation von KLF4 WT und KLF4 KD BMMs mit 1x106 cfu/ml 

bekapselten D39 Serotyp 2 Pneumokokken für 6 Stunden erfolgte eine lichtmikroskopische 

Beurteilung der BMMs (siehe Abbildung 18A bis D). 

Vor der Stimulation konnte kein Unterschied festgestellt werden. Nach der Stimulation 

zeigten sich deutlich weniger KLF4 KD als KLF4 WT BMMs am Wellboden adhärent. Die 

KLF4 KD BMMs imponierten zudem morphologisch stärker verändert (abgerundet, 

vereinzelt), vereinbar mit einem größeren Ausmaß an Zelltod. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 18: KLF4 KD BMMs erscheinen nach Stimulation mit Pneumokokken stärker 

morphologisch verändert  

Stimulation von KLF4 WT und KLF4 KD BMMs mit 1x106 cfu/ml D39 für 6 Stunden und 

lichtmikroskopische Darstellung der Zellen mittels IMT-2 (Olympus, Vergrößerung 10 x 20). Vor Stimulation 

zeigte sich kein Unterschied zwischen den KLF4 WT (A) und KLF4 KD BMMs (C). Nach Stimulation 

imponierten die KLF4 KD BMMs (D) morphologisch stärker verändert als die KLF4 WT BMMs (B). 
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5.2.2 KLF4 steigert die Bildung von KC und reduziert die Ausschüttung von IL-

10 durch BMMs bei Infektion mit Streptococcus pneumoniae 

Zur Untersuchung eines eventuellen Einflusses von KLF4 auf die Zytokinbildung der BMMs 

bei Pneumokokkeninfektion wurden KLF4 WT und KLF4 KD BMMs mit 1x106 cfu/ml D39 

Pneumokokken für 6 bzw. 15 Stunden stimuliert und anschließend im Überstand mittels 

ELISA die Konzentration der Zytokine KC (das murine Homolog zum humanen IL-8) und 

IL-10 bestimmt. 

KLF4 KD BMMs bildeten sowohl nach 6 als auch nach 15 Stunden Stimulation mit D39 

signifikant weniger KC als KLF4 WT BMMs (siehe Abbildung 19A). Die Ausschüttung von 

IL-10 durch KLF4 KD BMMs war nach 6 und 15 Stunden deutlich gesteigert, auch wenn das 

Ergebnis nach N=4 Wiederholungen nicht signifkant war (siehe Abbildung 19B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19: KLF4 steigert die Bildung von KC und reduziert die Bildung von IL-10 durch BMMs 

bei Infektion mit Streptococcus pneumoniae 

Stimulation von KLF4 WT (weiße Balken) und KLF4 KD BMMs (schwarze Balken) für 6 und 15 Stunden 

mit 1x106 cfu/ml D39 und Bestimmung der Zytokinkonzentration im Überstand mittels ELISA. KLF4 KD 

BMMs bildeten nach 6 und 15 Stunden signifikant weniger KC (A) und deutlich mehr IL-10 (B) als KLF4 

WT BMMs. N=4. Statistik: One way ANOVA und Newman Keuls Post Test. * p<0,05; ** p<0,01. 

 

 

Die Abbildungen wurden jeweils aus vier unabhängigen Stimulationen zusammengefügt. 
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6. Diskussion 

 

Streptococcus pneumoniae ist der Haupterreger der ambulant erworbenen Pneumonie [1, 5]. 

Der Erreger gelangt wahrscheinlich hauptsächlich durch Aspiration in die Lunge [13]. Das 

Überleben des Patienten hängt dabei sowohl von einer robusten Immunabwehr als auch von 

einer effektiven Kontrolle der Immunantwort zur Reduktion von Kollateralschäden an 

körpereigenem Lungengewebe ab [68, 97]. Der Transkriptionsfaktor KLF4 wird von einer 

Vielzahl von Immun- und Nichtimmunzellen exprimiert und steuert neben Zellzyklus und 

Apoptose auch grundlegende Mechanismen der Immunabwehr [83]. Zahlten et al. konnten 

zeigen, dass KLF4 in Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) durch Pneumokokken über TLR9 

und die Src-Kinasen induziert wird und die Ausschüttung von IL-10 steigert, was 

wahrscheinlich zur Reduktion von Kollateralschäden die Entzündungsreaktion eindämmt 

[97]. Alveolarmakrophagen sind ein fundamentaler Bestandteil der ersten Verteidigungslinie 

gegen eindringende Pathogene [115]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals 

gezeigt werden, dass KLF4 in Makrophagen dosisabhängig durch Streptococcus pneumoniae 

induziert wird und in diesen Zellen möglicherweise eine proinflammatorische Rolle spielt. 

 

6.1 Induktion von KLF4 in Makrophagen durch Streptococcus pneumoniae 

Die Untersuchung des Signalweges, über den Streptococcus pneumoniae KLF4 in 

Makrophagen induziert, erfolgte in murinen, aus Knochenmarkszellen differenzierten 

Makrophagen (BMMs). Es zeigte sich dabei ein ungewöhnlicher, zweiteiliger Mechanismus: 

Für eine erfolgreiche Induktion von KLF4 in BMMs ist sowohl direkter Kontakt der 

Makrophagen mit den Pneumokokken als auch das Vorhandensein von freier pro- und/oder 

eukaryotischer DNA notwendig. Im folgenden Abschnitt werden diese beiden Bestandteile 

des Induktionsmechanismus Komponente ‚Kontakt‘ bzw. Komponente ‚freie DNA‘ genannt. 

Nur beide Komponenten zusammen (nicht jedoch einzeln) induzieren KLF4. Zunächst 

werden die gewonnenen Ergebnisse den beiden Komponenten zugeordnet. Anschließend 

werden die Komponenten unabhängig voneinander betrachtet. Zum Schluss soll die mögliche 

Bedeutung der Zweiteiligkeit des Induktionsmechanismus erörtert werden. 
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6.1.1 Zuordnung der Ergebnisse zur Komponente ‚Kontakt‘ bzw. ‚freie DNA‘ 

Die erste Herausforderung besteht darin, die gewonnenen Ergebnisse einer der beiden 

Komponenten des Induktionsmechanismus zuzuordnen: Nur autolysierende, lebendige und 

replizierende Pneumokokken in direktem Kontakt mit den BMMs induzieren KLF4. 

Bekapselte Pneumokokken induzieren KLF4 weniger stark als unbekapselte Mutanten, eine 

Phagozytose ist nicht notwendig.  

 

6.1.1.1 Autolyse 

Die Autolysin LytA-vermittelte Autolyse der Pneumokokken setzt u.a. bakterielle 

Zellwandbestandteile wie Peptidoglykan und Teichonsäureketten frei, die immunwirksame 

Signalwege in Makrophagen aktivieren [116]. Für die Induktion von KLF4 in Makrophagen 

scheint die Autolyse jedoch hauptsächlich zur Freisetzung von DNA-Molekülen notwendig zu 

sein. Während LytA-defiziente Pneumokokken KLF4 in BMMs nicht induzieren, stellt die 

Substitution von freien pro- und/oder eukaryotischen DNA-Molekülen zum Versuchsansatz 

die Induktion von KLF4 wieder her (siehe Kapitel 5.1.7). Zum einen setzt die LytA-

vermittelte Autolyse die prokaryotische DNA aus den Pneumokokken selbst frei [32]. Zum 

anderen bewirkt sie die Freisetzung zytotoxischer Substanzen wie Wasserstoffperoxid aus 

dem Inneren der Pneumokokken. Diese Substanzen induzieren Nekrose von Wirtszellen (bzw. 

von BMMs im Versuchsansatz) und setzen damit eukaryotische DNA-Molekülen frei [117, 

118], die von benachbarten BMMs erkannt werden können. Die Autolyse kann somit der 

Komponente ‚freie DNA‘ des Induktionsmechanismus zugeordnet werden. 

 

6.1.1.2 Lebendigkeit 

Nur lebendige Pneumokokken induzieren KLF4 in BMMs (siehe Kapitel 5.1.5). Auch diese 

Beobachtung ist wahrscheinlich der Komponente ‚freie DNA‘ zuzuordnen, denn nur 

lebendige Pneumokokken autolysieren, setzen ihre DNA frei [32] und induzieren 

nekrotischen Zelltod von Wirtszellen [117]. 

 

6.1.1.3 Replikation 

Für eine Induktion von KLF4 in BMMs müssen die Pneumokokken replizieren (siehe Kapitel 

5.1.5). Die Replikation ist eng mit der bakteriellen Autolyse verknüpft [30]. Dennoch liegt die 

Ursache für die fehlende Induktion von KLF4 durch nicht replizierende Pneumokokken in 
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FCS-freiem Medium wahrscheinlich in einer veränderten Komponente ‚Kontakt‘. LytA 

autolysiert die Pneumokokken hauptsächlich in der stationären Wachstumsphase [32]. 

Folglich sollten die Pneumokokken auch in FCS-freiem Medium autolysieren und ihre DNA 

sowie Zytotoxine freisetzen. Der Faktor Replikation wird also der Komponente ‚Kontakt‘ 

zugeordnet. 

 

6.1.1.4 Kontakt 

Nur Pneumokokken in direktem Kontakt mit den BMMs induzieren KLF4 (siehe Kapitel 

5.1.5). Diese Beobachtung ist einerseits bedeutsam (und namensgebend) für die Komponente 

‚Kontakt‘. Zum anderen ist unmittelbare räumliche Nähe zwischen Pneumokokken und 

Makrophagen wahrscheinlich auch für die Komponente ‚freie DNA‘ wichtig. Extrazelluläre 

DNA-Moleküle werden zügig von körpereigenen und bakteriellen DNasen abgebaut [119]. 

Wasserstoffperoxid aus den Pneumokokken wird zur Reduktion der zytotoxischen Wirkung 

durch von Makrophagen sezernierte Katalasen detoxifiziert [120].  

Kontakt zwischen Pneumokokken und BMMs erhöht also die Wahrscheinlichkeit, dass freie 

bakterielle DNA von Makrophagen erkannt werden kann. Zudem verringert Kontakt die 

Wahrscheinlichkeit, dass Substanzen wie Wasserstoffperoxid inaktivert werden, bevor sie ihre 

zytotoxische Wirkung entfalten und eukaryotische DNA freisetzen können, die zur Induktion 

von KLF4 in benachbarten Makrophagen beitragen kann. Direkter Kontakt wird somit sowohl 

der Komponente ‚Kontakt‘ als auch der Komponente ‚freie DNA‘ zugeordnet. 

 

6.1.1.5 Kapsel 

Bekapselte Pneumokokken induzieren KLF4 in BMMs weniger stark als kapsellose Mutanten 

(siehe Kapitel 5.1.4). Auch diese Beobachtung kann wahrscheinlich beiden Komponenten 

zugeordnet werden. Die dicke Polysaccharidkapsel maskiert die Strukturen der bakteriellen 

Zellwand [24]. Dies schützt die Erreger vor Phagozytose [24], was aber für die Induktion von 

KLF4 nicht relevant zu sein scheint (siehe Kapitel 5.1.4). Vielmehr ist zu vermuten, dass die 

Komponente ‚Kontakt‘ aus der Erkennung eines PAMPs auf der bakteriellen Zellwand 

besteht, der möglicherweise durch die Kapsel zumindest teilweise maskiert wird. Teilweise 

deshalb, weil auch bekapselte Erreger KLF4 in Makrophagen (wenn auch schwächer) 

induzieren können. Entweder ist dies durch die von Hammerschmidt et al. beschriebene 

Reduktion der Kapseldicke durch die Pneumokokken mit Freilegung von Zellwandstrukturen 

bei direktem Kontakt mit Wirtszellen erklärbar [26] oder aber die Maskierung der 



6. Diskussion 

70 

 

entsprechenden Struktur ist tatsächlich unvollständig. Als Beispiel für eine solche Struktur 

kann das Cholin-bindene Protein PspA (engl. „pneumococcal surface protein A“) genannt 

werden, welches aufgrund seiner unvollständigen Kapselmaskierung als Kandidat für einen 

neuen Impfstoff gegen Streptococcus pneumoniae untersucht wird [121]. PspA ist in der 

Zellwand der Pneumokokken verankert und überragt die Kapsel mit seinem N-terminalen Pol 

[22]. Es ist bekannt, dass PspA in Monozyten über NF-κB und MAPKs immunwirksame 

Signalwege aktiviert, was zur Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine 

wie IL-8 führt [122]. Inwieweit PspA auch an der Induktion von KLF4 beteiligt ist, sollte im 

Rahmen zukünftiger Experimente untersucht werden (siehe Kapitel 6.4).  

Bekapselte Pneumokokken weisen eine geringere Autolyserate als unbekapselte Stämme auf, 

was u.a. mit einer reduzierten Expression von LytA durch bekapselte Pneumokokken 

begründet wird [123]. Somit setzen bekapselte Pneumokokken wahrscheinlich weniger 

bakterielle DNA und zytotoxische Substanzen frei, was ebenfalls dazu beitragen kann, dass 

bekapselte Pneumokokken KLF4 in BMMs schwächer induzieren. Somit wird die Kapsel 

beiden Komponenten des Induktionsmechanismus zugeordnet. 

 

6.1.1.6 Phagozytose 

Für eine Induktion von KLF4 müssen die Pneumokokken zwar in direktem Kontakt mit den 

BMMs sein, jedoch nicht phagozytiert werden (siehe Kapitel 5.1.4). Dies legt sowohl für die 

Komponente ‚Kontakt‘ als auch die Komponente ‚freie DNA' den Schluss nahe, dass die 

beteiligten Rezeptoren auf der Oberfläche bzw. Außenseite der Makrophagen lokalisiert sind. 

Insbesondere für die freie DNA ist jedoch auch ein alternativer, Phagozytose-unabhänger 

Internalisierungsweg mit anschließender Erkennung durch einen intrazellulären Rezeptor 

denkbar (siehe Kapitel 6.1.3). 

 

6.1.2 Die Komponente ‚Kontakt‘ des Induktionsmechanismus 

Über die Komponente ‚Kontakt‘ des KLF4-Induktionsmechanismus kann also gesagt werden, 

dass diese vermutlich aus der Erkennung eines zumindest teilweise durch die Kapsel 

maskierten PAMPs auf der Zellwand der Pneumokokken durch einen wahrscheinlich auf der 

Außenseite der Plasmamembran der Makrophagen lokalisierten Rezeptor besteht. Diese 

Erkennung scheint von der bakteriellen Replikation abzuhängen. 

PAMPs werden werden durch PRRs (engl. „pattern recognition receptors“) erkannt [40, 56]. 

Obwohl TLR2 und TLR4 an der Erkennung von Pneumokokken durch Makrophagen beteiligt 
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sind [74, 75], induzierte eine Stimulation von WT BMMs mit dem TLR2 Liganden Malp-2 

oder dem TLR4 Liganden LPS keine Expression von KLF4, auch nicht in Kombination mit 

CpG (siehe Kapitel 5.1.3). Der bakterielle Virulenzfaktor Pneumolysin aktiviert 

wahrscheinlich ebenfalls TLR4 [75, 124]. Passend zu den Stimulationsversuchen mit LPS 

zeigte sich, dass Pneumolysin für eine Induktion von KLF4 in BMMs nicht notwendig ist 

(siehe Kapitel 5.1.3). Liao et al. beobachteten sogar, dass eine vorhandene Expression von 

KLF4 in Peritoneal-Makrophagen und BMMs durch LPS über TLR4 reduziert wird [96]. 

Feinberg et al. und Liu et al. widersprechen jedoch diesen Ergebnissen. Sie beobachteten eine 

Induktion von KLF4 durch LPS in Makrophagen [94, 95]. Da KLF4 einen starken Einfluss 

auf die Differenzierung von Makrophagen hat [85, 93] und abhängig vom betroffenen 

Gewebe als Onkogen oder Tumorsuppressor an der Entstehung maligner Tumore beteiligt ist 

[83], könnte sich die Regulation der KLF4 Expression in auf Tumorzellen zurückgehende 

Makrophagen-Zelllinien von der Regulation in Primärzellen erheblich unterscheiden. Die 

widersprüchlichen Ergebnisse in Bezug auf die Induktion von KLF4 durch LPS könnten 

somit durch den Einsatz von Primärmakrophagen (in dieser Studie sowie [96]) bzw. humanen 

oder murinen Makrophagen-Zelllinien (THP1 [94] oder RAW264.7 [95]) erklärt werden. 

Zudem wurde LPS von verschiedenen Erregern verwendet. In dieser Studie wurde LPS von 

Salmonella minnesota eingesetzt, wohingegen Feinberg et al. LPS von Salmonella typhi [94] 

und Liu et al. LPS von Escherichia coli [95] benutzten. Auch unterschiedliche 

Stimulationszeiträume und Konzentrationen von LPS (von 25 bis 500 ng/ml über 2 bis 24 

Stunden) könnten abweichende Ergebnisse erklären. Obwohl LPS-freie Reaktionsgefäße 

benutzt wurden, kann eine vorübergehende LPS-Toleranz der in dieser Studie verwendeten 

BMMs durch eine Verunreinigung der Reaktionsgefäße mit LPS ebenfalls nicht gänzlich 

ausgeschlossen werden. Exposition gegenüber geringer Dosen von LPS kann zu einer 

transienten Resistenz der Makrophagen gegenüber anschließender Behandlung mit hohen 

Dosen von LPS führen. Dieses Phänomen wird als „Endotoxintoleranz“ bezeichnet [125]. Da 

die Versuche mindestens dreimal unabhängig voneinander an verschiedenen Tagen mit 

jeweils frischen Reaktionsgefäßen wiederholt wurden, ist die Wahrscheinlichkeit einer 

zugrundeliegenden Endotoxintoleranz allerdings sehr klein. 

Wenngleich auf der Außenseite der Plasmamembran von Makrophagen lokalisiert und an der 

Erkennung von Pneumokokken beteiligt, sind der Mannose-Rezeptor MMR (engl. 

„macrophage mannose receptor“), der Scavenger-Rezeptor MARCO (engl. „macrophage 

receptor with collagenous structure“) und der C-Typ Lektinrezeptor SIGN-R1 (engl. „specific 

ICAM-3 grabbing nonintegrin-related 1“) wahrscheinlich ebenfalls nicht die verantwortlichen 
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PRRs für die Komponente ‚Kontakt‘ des Induktionsmechanismus. Denn ihre Aufgabe besteht 

nach Erkennung von Streptococcus pneumoniae in der Initiierung einer Phagozytose der 

Erreger [73, 126, 127], welche für die Induktion von KLF4 nicht notwendig ist. Aufgrund 

dieser Tatsache ist es außerdem verständlich, dass intrazelluläre Rezeptoren zur Erkennung 

von bakteriellen PAMPs wie NOD2 [77] oder das NLRP3-Inflammasom [69] nicht an der 

Induktion von KLF4 in BMMs durch Pneumokokken beteiligt sind (siehe Kapitel 5.1.3). 

Über den PAMP der Komponente ‚Kontakt‘ auf der Zellwand der Pneumokokken lässt sich 

schlussfolgern, dass es sich wahrscheinlich nicht um ein Peptidoglykan (Erkennung durch 

TLR2 [73] und NOD2 [77]), nicht um ein Lipoprotein (Erkennung durch TLR2/TLR6 [128]), 

nicht um eine Teichonsäure (Erkennung durch TLR2 [73]) und nicht um ein Polysaccharid 

(Erkennung durch MMR [126] und SIGN-R1 [127]) handelt. Über den PRR der Komponente 

‚Kontakt‘ auf der Außenseite der Plasmamembran der Makrophagen lässt sich sagen, dass es 

sich entweder um einen unbekannten PRR oder einen bekannten PRR handelt, von dem 

jedoch bisher nicht bekannt ist, dass er Pneumokokken erkennt. 

 

Sehr interessant für die Komponente ‚Kontakt‘ sind außerdem die Stimulationsversuche mit 

verschiedenartig behandelten Pneumokokken (siehe Kapitel 5.1.5). Es bestätigt sich, dass der 

gesuchte PAMP auf der Zellwand der Pneumokokken wahrscheinlich kein Polysaccharid ist, 

denn Polysaccharide werden durch NaIO4 verdaut, was keinen Einfluss auf die Induktion von 

KLF4 hatte. Proteinase K bzw. Pronase E denaturieren oberflächliche Proteinstrukturen, ohne 

die Pneumokokken abzutöten. Die Behandlung mit Proteinase K bzw. Pronase E erfolgte in 

der stationären Wachstumsphase der Pneumokokken. Bemerkenswert ist, dass replizierende 

Pneumokokken in FCS-haltigem Medium auch nach Behandlung mit Proteinase K oder 

Pronase E noch KLF4 induzierten, wohingegen nicht replizierende, identisch behandelte 

Erreger dazu nicht mehr in der Lage waren. Es könnte also sein, dass der gesuchte PAMP ein 

Protein ist, das lediglich im Verlauf der bakteriellen Replikation auf der Zellwand der 

Pneumokokken exprimiert wird, nicht jedoch in der stationären Wachstumsphase. Ein 

Beispiel für ein solches Protein ist CbpE (engl. „choline-binding protein E“), das vor allem in 

der logarithmischen und kaum in der stationären Wachstumsphase von Streptococcus 

pneumoniae exprimiert wird [129]. Die Frage, ob CbpE der gesuchte PAMP ist, sollte 

Gegenstand weiterführender Experimente in diesem Projekt sein (siehe Kapitel 6.4). 
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Zusammenfassend kann also über die Komponente ‚Kontakt‘ des Induktionsmechanismus 

gesagt werden, dass es sich wahrscheinlich um die Erkennung eines PAMPs auf der Zellwand 

der Pneumokokken durch einen PRR der Makrophagen handelt, der auf der Außenseite der 

Plasmamembran lokalisiert ist. Der PAMP wird vermutlich teilweise durch die Kapsel 

maskiert und v.a. während der bakteriellen Replikation exprimiert. Für die Erkennung des 

PAMP scheint Kontakt zwischen Pneumokokken und Makrophagen Voraussetzung zu sein. 

Der PAMP ist offenbar kein Peptidoglykan, kein Lipoprotein, kein Polysaccharid und keine 

Teichonsäure. 

 

6.1.3 Die Komponente ‚freie DNA‘ des Induktionsmechanismus 

Neben der Komponente ‚Kontakt‘ sind freie DNA-Moleküle (Komponente ‚freie DNA‘) für 

eine Induktion von KLF4 in BMMs durch Streptococcus pneumoniae notwendig.  

Ungewöhnlich ist dabei zunächst die Beobachtung, dass pro- und eukaryotische DNA-

Moleküle in Kombination mit LytA-defizienten Pneumokokken KLF4 in BMMs vergleichbar 

stark induzieren (siehe Kapitel 5.1.7). Stacey et al. schreiben eukaryotischer DNA eine 

geringere „immunstimulatorische Potenz“ zu [130]. Zu erwarten wäre daher im 

Versuchsansatz mit eukaryotischer DNA eine geringere oder sogar fehlende Induktion von 

KLF4 gewesen. Als „immunstimulatorisches Element“ der DNA identifizierten Krieg et al. 

primär unmethlyierte CpG-Dinukleotidsequenzen [131]. Die Tatsache, dass diese Sequenzen 

im eukaryotischen Genom sehr viel seltener sind [131], das Vorhandensein inhibitorischer 

DNA-Motive [130, 132] und eine schneller gesättigte Aufnahme durch Immunzellen wie 

Makrophagen [130, 133] werden als Begründung für die geringere „immunstimulatorische 

Potenz“ eukaryotischer DNA-Moleküle im Vergleich mit freier prokaryotischer DNA 

angeführt. Wie ist es also zu erklären, dass pro- und eukaryotische DNA in Hinblick auf die 

Induktion von KLF4 vergleichbar „potent“ sind? Stacey et al. messen „immunstimulatorische 

Potenz“ an der Aktivierung von NF-κB in RAW264.7 Makrophagen [130]. Obwohl für KLF4 

und NF-κB eine wechselseitige Beeinflussung bekannt ist [94, 134], schließt eine fehlende 

Aktivierung von NF-κB durch eukaryotische DNA eine „potente“ Induktion von KLF4 nicht 

aus. Zudem konnte gezeigt werden, dass eukaryotische DNA durchaus nicht immunologisch 

inert ist [133, 135-138]. Vielmehr wird der Zugang freier eukaryotischer DNA zu (zumeist 

intrazellulär lokalisierten) DNA-Rezeptoren von Immunzellen wie Makrophagen durch 

effektive Schutzmechanismen wie unmittelbaren Abbau durch wirtseigene DNasen verhindert 

[57, 137, 139]. Murine Peritoneal- und RAW264.7 Makrophagen bildeten äquivalente 
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Mengen TNFα nach Stimulation mit pro- und eukaryotischen DNA-Molekülen, wenn diese 

durch Kopplung an kationische Liposomen gleichermaßen ins Zellinnere aufgenommen 

wurden [140]. Nach Lipofektion aktivierte eukaryotische DNA sogar NF-κB [135]. Für die 

Komponente ‚freie DNA‘ des Induktionsmechanismus kann also geschlussfolgert werden, 

dass die Erkennung der freien DNA entweder durch einen PRR erfolgt, der sowohl für pro- 

als auch eukaryotische DNA zugänglich und sensitiv ist. Oder die pro- bzw. eukaryotischen 

DNA-Moleküle werden durch verschiedene PRRs erkannt, die additiv oder womöglich 

teilweise redundant an der Induktion von KLF4 beteiligt sind (siehe Kapitel 6.1.4). 

Interessant ist zudem, dass nach Verdau der DNA mit DNase KLF4 nicht mehr induziert wird 

(siehe Kapitel 5.1.7). DNase spaltet doppelsträngige DNA-Moleküle in kurze, einzelsträngige 

Fragmente < 10 bp oder Nukleotide. Möglicherweise ist daher eine bestimmte Länge der 

DNA-Moleküle, das Vorhandensein bestimmter Sequenzen und/oder Doppelsträngigkeit 

Voraussetzung für eine Induktion von KLF4. Roberts et al. konnten zeigen, dass die 

Aktivierung von iNOS zur Bildung von Stickstoffradikalen in BMMs und RAW264.7 

Makrophagen durch prokaryotische DNA kritisch von der Länge der präsentierten DNA-

Fragmente abhängt [141]. Längere Fragmente werden effizienter von Makrophagen 

internalisiert und weisen eine höhere Stabilität gegenüber DNasen auf (u.a. weil eine 

Endonuklease bei Spaltung längerer DNA-Fragmente weniger wahrscheinlich ein CpG-Motiv 

zerstört) [141]. Wu et al. beobachteten, dass für eine erfolgreiche Aktivierung von TLR9 in 

BMMs neben CpG eine spezifische, Guanin-reiche Sequenz am 3‘-Terminus des DNA-

Fragments notwendig ist [142]. Diese Sequenz ermöglicht durch Quervernetzung die 

erforderliche Multimerisierung von TLR9 [142]. Eine Reihe von Studien haben den Einfluss 

der Doppelsträngigkeit auf die Aktivierung zytosolischer DNA-Rezeptoren untersucht [135, 

136, 143]. So bilden beispielsweise murine Monozyten nach Transfektion von 

doppelsträngigen, nicht jedoch einzelsträngigen (pro- oder eukaryotischen) DNA-Fragmenten 

Typ 1 IFNs [143]. Inwieweit diese strukturellen Eigenschaften der freien DNA-Moleküle 

auch für die Induktion von KLF4 in BMMs bedeutsam sind, sollte Gegenstand zukünftiger 

Experimente sein (siehe Kapitel 6.4). 

Eine Kombination von LytA-defizienten Pneumokokken mit freier bakterieller RNA führte 

nicht zur Induktion von KLF4 in BMMs (siehe Kapitel 5.1.7). Dies ist insofern nicht 

verwunderlich, als das freie DNA und RNA mittels verschiedener PRRs von Makrophagen 

erkannt werden [56, 57]. Dennoch könnte diese Beobachtung auch bedeuten, dass für eine 

Induktion von KLF4 die Erkennung einer Thymidin-reichen Nukleotid-Sequenz erforderlich 

ist. RNA enthält kein Thymidin [99]. Von synthetischen Oligodesoxynukleotiden (ODNs) ist 
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bekannt, dass neben unmethylierten CpG-Motiven v.a. Thymidin-reiche Sequenzen stark 

aktivierend auf Immunzellen wirken [144, 145]. Inwieweit diese Tatsache auch für die 

Induktion von KLF4 relevant ist, sollte ebenfalls im Rahmen zukünftiger Experimente 

untersucht werden (siehe Kapitel 6.4). 

Wie bereits ausgeführt, scheint die Phagozytose der freien DNA für eine erfolgreiche 

Induktion von KLF4 nicht notwendig zu sein. Diese Beobachtung ist umso überraschender, 

als dass TLR9 KO BMMs sowie TRIF und MyD88 KO BMMs (Adaptermoleküle für TLR9) 

eine um ca. 25% reduzierte Expression von KLF4 nach Stimulation mit Pneumokokken im 

Vergleich zu den korrespondierenden Wildtypen zeigten (siehe Kapitel 5.1.2 und 5.1.3). 

TLR9 ist somit wahrscheinlich an der Induktion von KLF4 durch Pneumokokken in BMMs 

beteiligt. TLR9 ist endolysosomal lokalisiert [40]. Wie kann es sein, dass ein endolysosomal 

lokalisierter PRR seinen Liganden erkennt, ohne dass dieser phagozytiert wird? Vor 

Beantwortung dieser Frage muss auf eine methodische Limitation hingewiesen werden. 

Bonder et al. konnten zeigen, dass der Einsatz von 2 µM Cytochalasin D (wie im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit) die Aktinfilament-Polymerisation und somit mutmaßlich die 

Phagozytose nur um ca. 90% inhibiert [146]. Auch wenn im Phagozytose-Assay nach 

Behandlung der BMMs mit 2 µM Cytochalasin D keine ganzen Pneumokokken mehr 

phagozytiert wurden (siehe Kapitel 5.1.4), ist dennoch eine Aufnahme von DNA-Molekülen 

durch die wahrscheinlich vorhandene phagozytäre Restkapazität nicht auszuschließen. Wird 

dennoch eine vollständige Blockade der Phagozytose angenommen, ist die Aktivierung von 

TLR9 nur durch einen alternativen Aktivierungsweg, wie beispielsweise durch Kopplung der 

extrazellulären DNA an HMGB1 mit anschließender Aktivierung von RAGE und subsequent 

von TLR9 erklärbar [57]. Der Promoter von HMGB1 enthält zwei Bindungsstellen für KLF4 

[147]. Nach Stimulation mit LPS steigert KLF4 die Bildung und Freisetzung von HMGB1 in 

RAW264.7 Makrophagen [147]. RAGE KO BMMs exprimierten jedoch unverändert KLF4 

nach Stimulation mit Pneumokokken (siehe Kapitel 5.1.8). Somit scheint HMGB1/RAGE 

nicht an der Induktion von KLF4 durch Pneumokokken in BMMs beteiligt zu sein. Dennoch 

sollte im Rahmen zukünftiger Experimente auf alternative, nicht Phagozytose-abhängige 

Internalisierungswege von freien DNA-Molekülen fokussiert werden (siehe Kapitel 6.4). 

Die Tatsache, dass TLR9 KO BMMs nur eine um ca. 25% reduzierte Expression von KLF4 

nach Pneumokokkenstimulation zeigten, lässt die Beteiligung eines weiteren DNA-Rezeptors 

vermuten. Auch Yasuda et al. beobachteten einen ähnlichen Mechanismus. Die Bildung von 

TNFα durch murine Peritoneal- und RAW264.7 Makrophagen nach Stimulation mit pro- oder 

eukaryotischen DNA-Molekülen wird sowohl durch TLR9 als auch einen weiteren, bisher 
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unbekannten DNA-Rezeptor vermittelt [138]. Praktisch alle bekannten DNA-Rezeptoren sind 

neben MyD88 von den Adapterproteinen ASC oder STING abhängig [148]. Beide 

Adapterproteine scheinen jedoch nicht an der Induktion von KFL4 durch Pneumokokken 

beteiligt zu sein (siehe Kapitel 5.1.3 und 5.1.8). Zudem wird die Induktion offenbar nicht über 

Typ 1 IFNs vermittelt (siehe Kapitel 5.1.9), obwohl KLF4 durch den Interferon-regulierenden 

Faktor 8 (IRF8) induziert wird [149]. Für die Komponente ‚freie DNA‘ des 

Induktionsmechanismus kann somit angenommen werden, dass sie neben TLR9 über einen 

bislang unbekannten DNA-Rezeptor oder einen von ASC, STING und Typ 1 IFNs 

unabhängigen Signalweg eines bekannten DNA-Rezeptors vermittelt wird. 

Wird die Phagozytose-Diskussion nochmals aufgegriffen, so lässt sich vermuten, dass dieser 

zweite DNA-Rezeptor entweder intrazellulär lokalisiert ist und über einen nicht Phagozytose-

abhängigen Internalisierungsweg von den freien DNA-Molekülen erreicht wird, oder sich auf 

der Oberfläche der Makrophagen befindet. Alle bisher bekannten DNA-erkennenden 

Rezeptoren auf der Außenseite der Plasmamembran von Makrophagen (wie der Scavenger 

Rezeptor A) bewirken nach Erkennung eine Internalisierung der DNA-Moleküle [150, 151]. 

Das Vorhandensein eines direkt immunstimulatorischen DNA-Rezeptors auf der Außenseite 

der Plasmamembran von Makrophagen, der sowohl pro- als auch eukaryotische DNA erkennt 

und permanent zugänglich ist, wäre mit der erheblichen Gefahr einer durch körpereigene 

DNA ausgelösten Hyperinflammation verbunden [152, 153]. Entweder ist der zweite DNA-

Rezeptor also tatsächlich intrazellulär lokalisiert oder nicht permanent für seine Liganden 

zugänglich (siehe Kapitel 6.1.4). 

 

Freie, körpereigene DNA ist ein DAMP, welcher von gestressten oder traumatisierten Zellen 

freigesetzt wird und dem Körper Gefahr signalisiert [53]. Neben freier, körpereigener DNA 

gibt es weitere DAMPs wie Hitzeschockproteine oder Bruchstücke von Hyaluronan [53, 54]. 

Liu et al. konnten zeigen, dass KLF4 bei Hitzestress (42 °C für 15 Minuten) sowohl in 

murinem Lungengewebe als auch in verschiedenen Zelltypen (u.a. Makrophagen) bereits nach 

kurzer Zeit stark induziert wird und vor allem in der Frühphase der zellulären Stressantwort 

eine wichtige Rolle spielt [154]. Zudem wird die Expression von KLF4 direkt vom 

Hitzeschock-Transkriptionsfaktor 1 (engl. „heat shock transcription factor 1“, Hsf1) reguliert 

[154], der durch erhöhte Temperaturen, Schwermetalle und bakterielle sowie virale 

Infektionen aktiviert wird [155]. KLF4 scheint also sowohl bei infektiösem Stress (z.B. eine 

Pneumokokkeninfektion) als auch bei physikalischem Stress (z.B. Hitze) in Makrophagen 
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induziert zu werden, was eine grundlegende Rolle von KLF4 in der zellulären Stressantwort 

von Makrophagen vermuten lässt. 

 

Über die Komponente ‚freie DNA‘ des Induktionsmechanismus lässt sich daher 

zusammenfassend sagen, dass diese aus der Erkennung von unverdauter pro- und/oder 

eukaryotischer DNA (und nicht RNA) besteht. Die Erkennung erfolgt wahrscheinlich durch 

TLR9 sowie einen zweiten DNA-Rezeptor, der unabhängig von ASC, STING und Typ 1 IFNs 

ist. Dieser zweite DNA-Rezeptor ist entweder intrazellulär lokalisiert und wird Phagozytose-

unabhängig von der freien DNA erreicht oder befindet sich auf der Außenseite der 

Plasmamembran und ist nicht permanent zugänglich. Außerdem bestätigt sich, dass KLF4 

offenbar eine grundlegende Rolle in der Stressantwort von Makrophagen spielt. 

 

6.1.4 Die mögliche Bedeutung der Zweiteiligkeit des Induktionsmechanismus 

Warum braucht es sowohl die Komponente ‚Kontakt‘ als auch die Komponente ‚freie DNA‘ 

für eine erfolgreiche Induktion von KLF4 in BMMs durch Pneumokokken? Wird für KLF4 

eine proinflammatorische Funktion in Makrophagen bei Pneumokokkeninfektion 

angenommen (siehe Kapitel 6.2), könnte es sich um einen Synergismus zur Induktion einer 

suffizienten Immunantwort oder einen Schutzmechanismus zur Vermeidung einer 

inadäquaten Immunaktivierung handeln. 

iNOS wird in RAW264.7 Makrophagen für eine Potenzierung der Immunantwort 

synergistisch durch LPS und freie, bakterielle DNA induziert [156]. Für die Bildung des 

proinflammatorischen Zytokins TNFα ist ein vergleichbarer Mechanismus bekannt [157]. Die 

Tatsache, dass KLF4 durch die beiden Komponenten des Induktionsmechanismus einzeln 

nicht schwächer (wie [156] und [157]), sondern gar nicht induziert wird (siehe Kapitel 5.1.7), 

spricht gegen einen Synergismus zur Verstärkung der Immunantwort.  

Eine Aktivierung von Immunzellen wie Makrophagen führt immer auch zu Kollateralschäden 

an körpereigenem Gewebe und muss daher streng reguliert werden [68]. Wird für den zweiten 

DNA-Rezeptor der Komponente ‚freie DNA‘ tatsächlich eine Lokalisierung auf der 

Außenseite der Plasmamembran der Makrophagen angenommen, so könnte seine 

Zugänglichkeit für freie DNA-Moleküle zur Vermeidung einer inzidentellen Aktivierung 

beispielsweise durch freie wirtseigene DNA ohne Pneumokokkeninfektion von der 

Komponente ‚Kontakt‘ abhängig sein. Die Zweiteiligkeit des Induktionsmechanismus wäre 

dann ein Schutzmechanismus vor einer ungewollten Induktion von KLF4. Denkbar ist eine 
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Konformationsänderung des DNA-Rezeptors oder eine Regulation seiner Expression durch 

direkten Kontakt zwischen Pneumokokken und BMMs. Das Humane Immundefizienz-Virus 

(HIV) bindet beispielsweise mit seinem Oberflächenprotein gp120 an den CD4-Rezeptor 

seiner Zielzellen, was eine Freilegung und Konformationsänderung von gp41 bewirkt und die 

Fusion des Virus mit der Wirtszelle ermöglicht [158]. Direkter Kontakt von RAW264.7 

Makrophagen mit Salmonella typhimurium führt zu einer Steigerung der Expression 

verschiedener Rezeptoren auf der Plasmamembran der Makrophagen [159].  

Gleichzeitig verringert die Zweiteiligkeit des Induktionsmechanismus womöglich auch die 

Wahrscheinlichkeit einer Induktion von KLF4 durch avirulente Pneumokokken, die keine 

Nekrose von Wirtszellen induzieren und somit zumindest keine eukaryotische DNA freisetzen 

[117]. Vor der Identifikation aller am Induktionsmechanismus beteiligten Rezeptoren und 

Signalwege kann über die tatsächliche Bedeutung der Zweiteiligkeit jedoch nur spekuliert 

werden. 

 

Zusammenfassend wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein zweiteiliger 

Induktionsmechanismus von KLF4 durch Pneumokokken in BMMs vorgestellt. Dieser setzt 

sich aus der Komponente ‚Kontakt‘ und der Komponente ‚freie DNA‘ zusammen. Die 

Komponente ‚Kontakt‘ besteht wahrscheinlich aus der Erkennung eines PAMPs auf der 

Zellwand der Pneumokokken durch einen PRR auf der Außenseite der Plasmamembran der 

Makrophagen. Der PAMP scheint kein Peptidoglykan, kein Lipoprotein, kein Polysaccharid 

und keine Teichonsäure zu sein. Es könnte sich um ein zellwandständiges bakterielles Protein 

handeln, welches hauptsächlich während der bakteriellen Replikation exprimiert wird. Für 

seine Erkennung ist offenbar direkter Kontakt zwischen den Pneumokokken und den 

Makrophagen notwendig. Die Komponente ‚freie DNA‘ besteht aus der Erkennung 

unverdauter pro- und eukaryotischer DNA durch TLR9 sowie einen zweiten DNA-Rezeptor. 

Dieser scheint unabhängig von ASC, STING und Typ 1 IFNs zu sein. Der Rezeptor ist 

entweder intrazellulär lokalisiert und wird nicht Phagozytose-abhängig von der freien DNA 

erreicht oder er befindet sich auf der Außenseite der Plasmamembran der Makrophagen und 

kann seine Liganden nur bei direktem Kontakt mit Pneumokokken binden. Entweder hängt 

seine Zugänglichkeit für die freie DNA von einer Kontakt-vermittelten Änderung seiner 

Konformation ab, oder er wird erst nach Kontakt mit den Pneumokokken auf der 

Plasmamembran der BMMs exprimiert. Die Abbildungen 20 und 21 fassen die Signalwege 

und Rezeptoren zusammen, für die im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Beteiligung am 
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Induktionsmechanismus von KLF4 durch Pneumokokken in BMMs gezeigt (siehe Abbildung 

20) bzw. ausgeschlossen (siehe Abbildung 21) werden konnte. [160] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Übersicht über die am Induktionsmechanismus von KLF4 durch Pneumokokken in 

BMMs beteiligten Rezeptoren und Signalwege 

KLF4 wird durch direkten Kontakt mit replizierenden Pneumokokken in Kombination mit freier, 

extrazellulärer pro- und eukaryotischer DNA in BMMs induziert. Diese Induktion wird teilweise durch 

TLR9/MyD88/TRIF sowie einen zweiten, bisher nicht bekannten DNA-Rezeptor vermittelt.  

Quelle: Herta et al. [160] 
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6.2 Funktion von KLF4 in Makrophagen bei Infektion mit Streptococcus 

pneumoniae 

Um die Funktion von KLF4 in Makrophagen bei einer Infektion mit Pneumokokken zu 

untersuchen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit BMMs aus in vivo mit 4-

Hydroxytamoxifen (4-OHT) behandelten ERT-Cre-/-/KLF4loxP/loxP Mäusen (KLF4 WT) und 

ERT-Cre+/-/KLF4loxP/loxP Mäusen (KLF4 KD) verwendet.  

 

6.2.1 Regulation der Zytokinbildung in BMMs bei Infektion mit Streptococcus 

pneumoniae 

Nach Stimulation von KLF4 WT und KLF4 KD BMMs mit Pneumokokken zeigte sich, dass 

der knockdown von KLF4 in BMMs zu einer signifikant reduzierten Bildung von KC (dem 

murinen Äquivalent zum humanen CXC8 bzw. IL-8) und einer deutlich gesteigerten Bildung 

Abbildung 21: Übersicht über die nicht an der Induktion von KLF4 durch Pneumokokken in BMMs 

beteiligten Rezeptoren und Signalwege 

Quelle: Herta et al. [160] 
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von IL-10 führte (siehe Kapitel 5.2.2). Da KLF4 als Transkriptionsfaktor die Transkription 

seiner Zielgene abhängig vom Promoter sowohl hemmen als auch aktivieren kann [83], ist 

diese gegenläufige Beeinflussung der Transkription von KC und IL-10 plausibel. Für die 

Transkription beider Zytokine in Makrophagen ist eine Abhängigkeit vom 

Transkriptionsfaktor NF-κB bekannt [101, 161]. Feinberg et al. konnten zeigen, dass KLF4 in 

RAW264.7 Makrophagen nach Stimulation mit LPS mit der NF-κB Untereinheit p65 

interagiert, was die Transkription proinflammatorischer Targets wie iNOS aktiviert [94]. Ein 

ähnlicher Mechanismus konnte in Mikrogliazellen, den Gewebsmakrophagen des Zentralen 

Nervensystems, beobachtet werden. Dort interagiert KLF4 mit NF-κB, was zu einer 

gesteigerten Transkription von iNOS sowie der Cyclooxygenase 2 (Cox2) führt [162]. Cox2 

steuert die Bildung proinflammatorischer Prostaglandine [163]. Es kann daher angenommen 

werden, dass KLF4 in BMMs nach Stimulation mit Pneumokokken mit NF-κB interagiert und 

darüber die Bildung proinflammatorischer Zytokine aktiviert bzw. antiinflammatorischer 

Zytokine hemmt. In Einklang mit den hier vorgestellten Ergebnissen zeigten Kaushik et al., 

dass ein knockout von KLF4 in Mikrogliazellen die Bildung des proinflammatorischen 

Zytokins TNFα reduziert [162], dessen Transkription ebenfalls u.a. durch NF-κB reguliert 

wird [164]. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass KLF4 nach Induktion durch 

Pneumokokken in BMMs durch Steigerung der Bildung von KC und Hemmung von IL-10 

die Ausbildung eines proinflammatorischen Makrophagenphänotyps fördert. M1 bzw. 

klassisch aktivierte Makrophagen sind die eigentlichen Effektorzellen der angeborenen 

Immunantwort. Sie phagozytieren und eliminieren opsonisierte Erreger, bilden toxische 

Sauerstoff- und Stickstoffradikale sowie proinflammatorische Zytokine und aktivieren das 

erworbene Immunsystem [46]. 

Feinberg et al. und Kaushik et al. stützen wie bereits ausgeführt diese Beobachtung und 

schreiben KLF4 ebenfalls eine proinflammatorische Funktion in J774a- und RAW264.7-

Makrophagen [94] bzw. Mikrogliazellen [162] zu. Alder et al. zeigten, dass KLF4 für die 

Differenzierung inflammatorischer Monozyten aus hämatopoetischen Progenitorzellen 

essenziell ist [85]. Inflammatorische Monozyten sind eine Subpopulation der im Blut 

zirkulierenden Monozyten, welche durch die Expression von Chemokinrezeptoren wie 

CXCR2 sowie verschiedener Adhäsionsmoleküle gezielt in Entzündungsherde einwandern 

und dort in Gewebsmakrophagen umgewandelt werden [43, 165]. Eine wesentliche Rolle bei 

der Monozytenrekrutierung durch Förderung der Chemotaxis u.a. durch Bindung an CXCR2 

sowie Stimulation der Expression von Adhäsionsmolekülen auf Monozyten zur 
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Leukodiapedese spielt IL-8 [166-168]. Bei einer Infektion mit Pneumokokken könnte KLF4 

somit die Chemotaxis von Monozyten zum Ort der Infektion auf zweierlei Weise 

beeinflussen: sowohl durch die Förderung der Differenzierung inflammatorischer Monozyten 

mit Expression von Chemokinrezeptoren wie CXCR2 (Pneumokokken-unabhängig) als auch 

durch die Steigerung der Bildung des Chemokins KC bzw. CXC8/IL-8 durch Makrophagen 

am Ort der Infektion (Pneumokokken-abhängig). Darüber hinaus scheint KLF4 die Bildung 

weiterer Chemokine wie CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 und CCL6 durch Monozyten und 

Makrophagen zu fördern [149]. Auch in embryonalen Fibroblasten wird KLF4 eine wichtige 

Rolle in der Regulation der Chemotaxis zugeschrieben [169]. 

Neben der Förderung der M1 Polarisierung von Makrophagen inhibiert KLF4 gleichzeitig 

eine M2 Polarisierung u.a. durch Inhibierung von Smad3, einem wichtigen Effektorprotein in 

der Signalkaskade von TGFβ (engl. „transforming growth factor β") [94]. Das 

immunsuppressive Zytokin TGFβ wird u.a. von aktivierten Makrophagen gebildet und 

stimuliert in verschiedenen Zelltypen antiinflammatorische Signalwege [170]. In 

Makrophagen fördert TGFβ die Bildung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10, was einer 

überschießenden Immunantwort mit Zerstörung von körpereigenem Gewebe entgegenwirkt 

[46]. Ein knockdown von KLF4 in Makrophagen führt zu einer Enthemmung der TGFβ-

Smad3 Signalkaskade und fördert somit die Bildung von IL-10 [94], was sich mit der von uns 

beobachteten gesteigerten Bildung von IL-10 durch KLF4 KD BMMs im Vergleich mit KLF4 

WT BMMs bei Stimulation mit Pneumokokken deckt. 

Es gibt jedoch auch gegenteilige Veröffentlichungen, die KLF4 eine Förderung des  

antiinflammatorischen M2 Phänotyps in Makrophagen zuschreiben. Liu et al. beobachteten, 

dass KLF4 nach Stimulation von RAW264.7 Makrophagen mit LPS an den IL-10 Promoter 

bindet und die Transkription von IL-10 steigert [95]. RAW264.7 Makrophagen gehen, wie 

bereits ausgeführt, auf eine murine Tumorzelllinie zurück. In verschiedenen Tumorentitäten, 

u.a. Pankreaskarzinom und Nicht-kleinzelligem Brochnialkarzinom, konnte eine gesteigerte 

Bildung von IL-10 durch Tumor-assoziierte Makrophagen u.a. nach Aktivierung von TLR4 

(dem Rezeptor für LPS) mit einer Progression der Tumorerkrankung assoziiert werden [171, 

172]. Tumorpatienten mit fortgeschrittener Metastasierung weisen häufig stark erhöhte IL-10 

Serumspiegel auf [173]. Unter Berücksichtigung der bereits erläuterten wichtigen Rolle von 

KLF4 in der Entstehung maligner Tumore könnte der Unterschied in der Regulierung von IL-

10 durch KLF4 durch den Einsatz einer Tumorzelllinie (RAW264.7 Makrophagen) bzw. 

Primärmakrophagen (in dieser Studie) erklärbar sein. 
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Darüber hinaus zeigten Liao et al., dass KLF4 mit STAT6 (einem Transkriptionsfaktor, der 

die antiinflammatorischen Effekte von IL-4 auf Makrophagen vermittelt [174]) interagiert und 

die Transkription von M2 Markerproteinen wie Arg-1 (Arginase 1) oder PPARγ (engl. 

„peroxisome proliferator-activated receptor γ“) steigert [96]. PPARγ hemmt nach 

Ligandenbindung die Expression proinflammatorischer M1 Gene in Makrophagen u.a. durch 

eine Inhibierung der transkriptionsfördernden Wirkung von NF-κB [175]. Liao et al. 

beobachteten weiterhin, dass KLF4 mit NF-κB um die Koaktivatoren p300 und CBP 

konkurriert und auf diese Weise die Expression proinflammatorischer Enzyme wie Cox2 und 

iNOS in Makrophagen hemmt [96]. Dies widerspricht sowohl unseren Experimenten (die 

KLF4 eine proinflammatorische Funktion in Makrophagen zuschreiben) als auch den bereits 

zitierten Veröffentlichungen von Kaushik et al. und Feinberg et al., die eine Interaktion von 

KLF4 und NF-κB mit anschließender Induktion von Cox2 [162] und iNOS [94] in 

Makrophagen zeigten. Diese konträren Ergebnisse lassen sich nicht durch den Einsatz einer 

Zelllinie bzw. von Primärzellen erklären, da Liao et al. neben RAW264.7 Makrophagen auch 

BMMs verwendeten. Im Unterschied zu unseren Experimenten setzten Liao et al. jedoch nicht 

Pneumokokken für die Induktion von KLF4 ein, sondern IL-4 [96]. Denkbar ist daher, dass 

durch Pneumokokken, jedoch nicht durch IL-4, weitere Transkriptionsfaktoren in den BMMs 

induziert werden, die die Funktion von KLF4 modifizieren, beispielsweise durch direkte 

Protein-Protein Interaktion oder den „Verbrauch“ von Kofaktoren. So ist etwa bekannt, dass 

auch KLF2 an der Regulierung der inflammatorischen Eigenschaften von Makrophagen 

beteiligt ist [176]. KLF2 konkurriert mit NF-κB um die Kofaktoren p300 und CBP, und 

inhibiert darüber die transkriptorische Aktivität von NF-κB [176]. Pneumokokken induzieren 

KLF2 in pulmonalen Epithelzellen, was die Bildung von IL-8 reduziert [177]. KLF2 und 

KLF4 weisen eine enge strukturelle Verwandtschaft auf [178]. Daher ist denkbar, dass 

Pneumokokken in Makrophagen neben KLF4 auch KLF2 induzieren. Womöglich interferiert 

KLF2 mit der Funktion von KLF4, zum Beispiel in Hinblick auf die Regulation von M1/M2 

Markerproteinen oder Zytokinen wie IL-8 oder IL-10. Die Induktion von KLF2 durch 

Pneumokokken in Makrophagen und der Einfluss von KLF2 auf die Funktion von KLF4 

sollte Gegenstand eines separaten Forschungsprojektes sein. 

Alles in allem erhärten die Ergebnisse der vorliegenden Studie die Hypothese, dass KLF4 ein 

wichtiger Regulator des angeborenen Immunsystems bei Infektion mit Streptococcus 

pneumoniae ist. In BMMs scheint KLF4 nach Induktion durch Pneumokokken durch eine 

Steigerung der Bildung von KC (dem murinen CXC8 bzw. IL-8) und einer Hemmung der 

Bildung von IL-10 eine proinflammatorische M1 Polarisierung zu fördern. 
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6.2.2 Beeinflussung der Zerstörung der BMMs durch Streptococcus pneumoniae 

Neben der Regulation der Zytokinbildung zeigte sich, dass KLF4 auch das Ausmaß der 

„Zerstörung“ der BMMs durch Streptococcus pneumoniae zu beeinflussen scheint (siehe 

Kapitel 5.2.1). KLF4 KD BMMs imponierten stärker morphologisch verändert nach 

Stimulation mit D39 Pneumokokken (vereinzelt, abgerundet, weniger BMMs am Wellboden 

adhärent) als KLF4 WT BMMs, vereinbar mit einem gesteigerten Pneumokokken-induzierten 

Zelltod [179]. Die Frage, ob diese lichtmikroskopische Beobachtung ein Anhalt für vermehrte 

Pneumokokken-induzierte Apoptose, Nekrose oder das Resultat eines destabilisierten 

Zytoskeletts ist, lässt sich gegenwärtig nur spekulativ beantworten und bedarf weiterer 

Experimente (siehe Kapitel 6.4). 

KLF4 spielt eine wesentliche Rolle in der Regulation der Apoptose [88-90]. Apoptose ist ein 

kontrollierter Prozess der Selbstdestruktion einer Zelle, zumeist als Reaktion auf einen 

externen Stimulus [43]. Eine Vielzahl von Bakterien induzieren Apoptose in Makrophagen 

[180]. Streptococcus pneumoniae reagiert auf Hitzestress (z.B. Translokation vom 

Nasopharynx mit einer Temperatur von ca. 30 °C in die Lunge oder das Blut mit einer 

Temperatur von 37 °C) mit der Ausbildung von Hitzeschockproteinen wie der Protease ClpP 

(engl. „caseinolytic mitochondrial matrix peptidase proteolytic subunit“) [181]. Nach 

Hitzestress wird ClpP in der Zellwand von Streptococcus pneumoniae exprimiert [182] und 

induziert Apoptose in Wirtszellen, u.a. durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53, 

Steigerung der Expression des proapoptotischen Proteins BAX (engl. „Bcl-2-associated X 

protein“) und Reduktion der Expression von Bcl-2 (engl. „B-cell lymphoma 2“), einem 

antiapoptotischen Faktor [181]. Von KLF4 ist bekannt, dass er durch Hemmung von p53 die 

Expression von BAX inhibiert und somit antiapoptotische Eigenschaften besitzt [90]. Die 

Stimulationsexperimente im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bei Raumtemperatur 

angesetzt und anschließend im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die verwendeten D39 

Pneumokokken exprimierten daher als Antwort auf den Hitzestress wahrscheinlich ClpP in 

der Zellwand. Womöglich wirkt das Vorhandensein von KLF4 einer ClpP-abhängigen 

Aktivierung von p53 und BAX und somit der Induktion von Apoptose durch Pneumokokken 

in den KLF4 WT BMMs entgegen. Das könnte eine mögliche Erklärung für die Beobachtung 

sein, dass KLF4 WT BMMs deutlich weniger makroskopisch „beschädigt“ imponieren als die 

korrespondierenden KLF4 KD BMMs. Eventuell schützt KLF4 die BMMs vor einer 

Pneumokokken-induzierten Apoptose. Ji et al. konnten zeigen, dass KLF4 knockout 

RAW264.7 Makrophagen im Vergleich mit Wildtyp RAW264.7 Makrophagen eine 
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gesteigerte Apoptoserate aufweisen [183]. Die Untersuchung wurde jedoch in unstimulierten 

Makrophagen und nicht bei Infektion mit Pneumokokken durchgeführt. 

Eine weitere, mögliche Erklärung für die größere „Zerstörung“ von KLF4 KD BMMs durch 

die Pneumokokken könnte eine gesteigerte Induktion von Nekrose sein. Pneumokokken 

induzieren durch eine Reihe von Virulenzfaktoren Nekrose in Wirtszellen [117]. KLF4 besitzt 

in Makrophagen, wie bereits erörtert, wahrscheinlich eine proinflammatorische Funktion, u.a. 

durch die Induktion von iNOS [94, 162]. iNOS bildet zytotoxische Radikale wie NO und trägt 

daher maßgeblich zur Elimination von pathogenen Erregern wie Pneumokokken bei [184]. 

Eine verminderte Expression von iNOS durch Makrophagen führt zu einer gesteigerten 

Induktion von Nekrose durch Pneumokokken [185]. Womöglich führt daher eine reduzierte 

Expression von iNOS in KLF4 KD BMMs zu einer gesteigerten Nekrose nach Stimulation 

mit Pneumokokken, u.a. durch eine reduzierte Elimination der Erreger. Diese Hypothese 

sollte durch weitere Experimente untersucht werden (siehe Kapitel 6.4). 

Eine dritte mögliche Erklärung könnte ein destabilisiertes Zytoskelett durch den KLF4 

knockdown sein. Zu den von KLF4 regulierten Genen zählen auch solche, die für Bausteine 

des Zytoskeletts kodieren [169]. Neben seiner Rolle als Transkriptionsfaktor interagiert KLF4 

in glatten Muskelzellen nach Translokation ins Zytoplasma zudem direkt mit Aktinfilamenten 

(dem Hauptbaustein des Zytoskeletts) und reguliert durch Protein-Protein-Interaktionen die 

zytoskelettale Organisation [186]. Daher wäre denkbar, dass die größere „Zerstörung“ der 

KLF4 KD BMMs auf einem destabilisierten Zytoskelett beruht. Da KLF4 auch in KLF4 WT 

BMMs erst nach Stimulation mit Pneumokokken exprimiert wird, ist im Ruhezustand vor 

Stimulation eine identische Morphologie der KLF4 WT und KD BMMs erklärbar. Der 

Einfluss von KFL4 auf die Stabilisierung des Zytoskeletts in KLF4 WT BMMs kommt 

möglicherweise erst nach Induktion von KLF4 durch die Pneumokokken zum Tragen. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass KLF4 lichtmikroskopisch die „Zerstörung“ der 

BMMs durch Pneumokokken beeinflusst, wobei der Verlust von KLF4 zu einer stärkeren 

morphologischen Veränderung (vereinzelt, abgerundet) und Verringerung der Anzahl der am 

Wellboden adhärenten BMMs führt. Über die Ursache dieser Beobachtung kann im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit nur spekuliert werden. 

 

6.2.3 Induktion von KLF4 als Vorteil für Streptococcus pneumoniae 

Bisherige Überlegungen im Rahmen dieser Arbeit schrieben der Induktion von KLF4 in 

BMMs durch Pneumokokken in erster Linie eine Bedeutung für die Immunantwort zu. 
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Möglich wäre jedoch auch, dass die Induktion von KLF4 sich als Vorteil für Streptococcus 

pneumoniae herausstellt. Neben Oct3/4, Sox2 und c-Myc gehört KLF4 zu den vier 

Transkriptionsfaktoren, deren Expression ausdifferenzierte Zellen in pluripotente 

Stammzellen zurücktransformieren kann [91, 92]. Es ist daher denkbar, dass Streptococcus 

pneumoniae durch Induktion dieser Faktoren gezielt Makrophagen dedifferenziert, um einer 

Erkennung und Eliminierung zu entgehen. Inwieweit Pneumokokken auch die Expression von 

Oct3/4, Sox2 oder c-Myc in Makrophagen fördern, ist nicht bekannt. Die Induktion von KLF4 

könnte jedoch ein Hinweis auf eine solche Strategie sein. Die Eigenschaft einiger bakterieller 

Erreger, Wirtszellen durch Manipulation von Signalwegen oder Veränderung der 

Chromatinstruktur umzuprogrammieren, ist ein bekanntes, wenn auch noch wenig 

untersuchtes Phänomen [187]. Mycobacterium leprae z.B. transformiert seine Zielzellen, die 

Schwann'schen Zellen des peripheren Nervensystems, in Progenitor-/Stammzell-ähnliche 

Zellen zurück, um seine Dissemination und letztlich sein Überleben im Wirt zu gewährleisten 

[188]. Milchsäurebakterien, Kommensale des Magen-Darm-Traktes, wandeln nach 

Inkorporation humane dermale Fibroblasten in multipotente Zellen um, die strukturell und 

behavioral embryonalen Stammzellen ähneln [189]. Die Frage, ob Streptococcus pneumoniae 

durch einen vergleichbaren Mechanismus einer Erkennung und Eliminierung durch das 

Immunsystem entgegenwirkt, sollte im Rahmen zukünftiger Projekte adressiert werden. 

 

6.3 Schlussfolgerung 

Die gewonnenen Ergebnisse bestätigen, dass KLF4 ein wichtiger Regulator des angeborenen 

Immunsystems bei Pneumokokkenpneumonie ist. Interessanterweise lässt sich ein deutlicher 

Unterschied in Bezug auf den Induktionsweg und die Funktion von KLF4 in Makrophagen im 

Vergleich mit pulmonalen Epithelzellen bei Infektion mit Streptococcus pneumoniae 

beobachten. Gemeinsame Voraussetzung für eine KLF4-Induktion ist für beide Zelltypen das 

Vorhandensein von freier DNA und somit von lebenden, autolysierenden Pneumokokken. 

Während im Epithel die Erkennung der bakteriellen DNA über TLR9 und MyD88 erfolgt 

[97], wird KLF4 in Makrophagen über einen zweiteiligen Mechanismus bestehend aus 

direktem Kontakt zwischen Pneumokokken und Makrophagen und freier pro- und/oder 

eukaryotischer DNA induziert. TLR9, MyD88 und TRIF sind an diesem 

Induktionsmechanismus beteiligt. In Epithelzellen steigert KLF4 bei Infektion mit 

Streptococcus pneumoniae die Bildung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 [97] und 

hemmt die Sekretion von IL-8 [190]. Im Gegensatz dazu reduziert KLF4 in Makrophagen die 
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Ausschüttung von IL-10 und steigert die Bildung von KC (dem murinen Äquivalent des 

humanen IL-8). Offenbar fördert KLF4 nach Induktion durch Pneumokokken in 

Makrophagen die Ausbildung eines proinflammatorischen Makrophagenphänotyps und wirkt 

gleichzeitig nach Induktion im pulmonalen Epithel dieser proinflammatorischen 

Immunantwort entgegen. Dabei scheint die Induktion in Makrophagen, aufgrund der 

Zweiteiligkeit des Induktionsmechanismus, strenger reguliert zu sein als in pulmonalen 

Epithelzellen. Dies erscheint insofern schlüssig, als dass die Einleitung einer 

proinflammatorischen Immunantwort immer auch Schäden an körpereigenem Gewebe 

verursacht und daher nur bei Kontakt mit tatsächlich virulenten Pneumokokken erfolgen darf. 

Das Überleben eines Pneumoniepatienten hängt neben der Erregerelimination vor allem auch 

von der Minimierung des körpereigenen Gewebeschadens ab [97].  

Andererseits birgt eine zu frühe oder zu starke Antiinflammation die Gefahr einer 

Erregerpersistenz und -ausbreitung [100]. Patienten, die an einer Pneumokokkenpneumonie 

versterben, zeigen im Vergleich zu Überlebenden signifikant höhere Serumspiegel von IL-10 

[102]. Der balancierten Expression von KLF4 in verschiedenen Zelltypen könnte somit im 

Verlauf der Pneumokkenpneumonie eine vitale Bedeutung zukommen. Einschränkend muss 

gesagt werden, dass die vorliegenden Ergebnisse auf in vitro Experimenten in Zelltypen aus 

verschiedenen Spezies (humane Epithelzellen [97, 190] bzw. murine Makrophagen) beruhen. 

Schlussfolgerungen können also nur unter Vorbehalt gezogen werden. Dennoch 

unterstreichen die Ergebnisse die auch von Kaushik et al. beschriebene gegensätzliche 

Funktion von KLF4 im Entzündungsgeschehen abhängig vom exprimierenden Zelltyp [162]. 

Gerade in Bezug auf die Pneumokokkenpneumonie scheint KLF4 somit ein hochinteressantes 

Zielprotein für weitere Experimente zu sein (siehe Kapitel 6.4). 

 

6.4 Ausblick 

Auf der Identifizierung aller beteiligten Rezeptoren und Signalwege des 

Induktionsmechanismus von KLF4 in BMMs durch Streptococcus pneumoniae sollte ein 

Schwerpunkt für die weitere Arbeit an diesem Projekt liegen. Die Erkennung freier pro- 

und/oder eukaryotischer DNA-Moleküle durch TLR9 im Zusammenspiel mit einem bisher 

nicht identifizierten (ASC, STING und Typ 1 IFN unabhängigen) zweiten DNA-Rezeptor 

stellt, wie bereits ausgeführt, eine Teilkomponente dieses Induktionsmechanismus dar. Eine 

hochauflösende, videomikroskopische Darstellung der Stimulation von BMMs mit LytA-

defizienten Pneumokokken und (fluoreszenz-)markierten DNA-Molekülen könnte eine 
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eventuelle Aufnahme der DNA-Moleküle in das Zellinnere oder eine Ansammlung auf der 

Außenseite der Plasmamembran der BMMs visualisieren. Dies würde einen Rückschluss auf 

die Lokalisation des zweiten DNA-Rezeptors zulassen und wäre ein guter Ausgangspunkt für 

weitere Überlegungen. Da der endolysosomal lokalisierte TLR9 zumindest teilweise 

involviert zu sein scheint, die Induktion von KLF4 jedoch Phagozytose-unabhängig erfolgt, 

sollten Phagozytose-unabhängige (sowie nicht von HMGB1/RAGE-abhängige) 

Aktivierungswege für TLR9 untersucht werden. Das humane antimikrobielle Peptid LL37 aus 

der Gruppe der Cathelicidine spielt eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunantwort der 

Lunge und wird u.a. von Makrophagen synthetisiert [191]. LL37 bindet wie sein murines 

Homolog CRAMP (engl. „cathelicidin-related antimicrobial peptide“) extrazelluläre DNA-

Moleküle und transportiert diese Phagozytose-unabhängig in das Zellinnere [192], was u.a. 

TLR9 aktiviert [57]. Eine Stimulation von BMMs aus Cathelicidin knockout Mäusen mit 

Pneumokokken könnte eine eventuelle Beteiligung von LL37/CRAMP an der Induktion von 

KLF4 nachweisen. Die Expression von KLF4 sollte (wie für alle in diesem Kapitel 

vorgeschlagenen Stimulationsexperimente) mittels Western Blot dargestellt werden. 

Interessant für das Verständnis des DNA-Erkennungssystems wäre zudem eine Untersuchung 

der für eine erfolgreiche Induktion von KLF4 notwendigen Beschaffenheit der freien DNA-

Moleküle. Eine Stimulation von BMMs mit LytA-defizienten Pneumokokken in Kombination 

mit erhitzten (einzelsträngigen) DNA-Molekülen, Oligodesoxynukleotiden (ODNs) mit 

variabler Moleküllänge oder Thymidin-reichen bzw. Thymidin-armen ODNs würde eine 

Eingrenzung der strukturellen Voraussetzungen erlauben. Ein Abgleich der 

Bindungspräferenzen bekannter DNA-Rezeptoren mit den Versuchsergebnissen könnte einen 

Hinweis zur Identifizierung des zweiten DNA-Rezeptors liefern. 

Neben freier DNA scheint die Erkennung eines PAMP von Streptococcus pneumoniae durch 

einen PRR auf der Außenseite der Plasmamembran der Makrophagen notwendig zu sein. 

Neben den bereits ausgeschlossenen Ligand-Rezeptorpaaren (siehe Kapitel 6.1.2) gibt es 

sowohl auf Seiten der Makrophagen als auch der Pneumokokken einige weitere interessante 

Zielmoleküle. Für den transmembranösen Rezeptor Dectin-2 auf der Plasmamembran von 

Makrophagen konnte eine Beteiligung an der Erkennung von Streptococcus pneumoniae 

nachgewiesen werden [193]. Obwohl bekapselte Pneumokokken KLF4 weniger stark 

induzieren als unbekapselte und Dectin-2 vorrangig Kapselbestandteile erkennt [193], sollte 

geprüft werden, ob Dectin-2 an der Induktion von KLF4 in BMMs beteiligt ist, beispielsweise 

durch Stimulation von BMMs aus Dectin-2 knockout Mäusen mit Pneumokokken.  



6. Diskussion 

89 

 

Auch eine Beteiligung von Galectin-3 an der Pneumokokken-abhängigen Induktion von 

KLF4 in BMMs sollte ausgeschlossen werden. Das Lektin Galectin-3 wird nach Kontakt mit 

Pneumokokken von Alveolarmakrophagen ausgeschüttet, vernetzt bakterielle und monozytäre 

Oberflächenstrukturen und aktiviert verschiedene Signalkaskaden, die für die angeborene 

Immunantwort gegen Streptococcus pneumoniae bedeutsam sind [194]. Galectin-3 knockout 

Mäuse entwickeln deutlich schwerere und häufiger bakteriämisch verlaufende 

Pneumokokkenpneumonien mit größerem pulmonalen Gewebeschaden als entsprechende 

Wildtyp Mäuse [195]. Eine Mitwirkung von Galectin-3 an der Induktion von KLF4 könnte 

durch Stimulation von BMMs aus Galectin-3 knockout Mäusen mit Pneumokokken 

untersucht werden.  

Auf Seiten der Pneumokokken sollte zunächst auf PspA aus der Familie der Cholin-

bindenden Proteine (Cbp) fokussiert werden. PspA ist in der Zellwand der Pneumokokken 

verankert und überragt die bakterielle Kapsel mit seinem N-terminalen Pol [22]. Über NF-κB 

und MAPKs aktiviert es in Monozyten immunwirksame Signalwege [122]. Eine Stimulation 

von BMMs mit Pneumokokken nach Inaktivierung des PspA Gens [196] könnte eine 

eventuelle Beteiligung von PspA an der KLF4-Induktion nachweisen.  

Da neben PspA auch weitere Cbps wie CbpE als mögliche PAMPs in Betracht kommen 

(siehe Kapitel 6.1.2), wäre zudem eine Stimulation von BMMs mit Pneumokokken nach 

Kultivierung der Erreger in Ethanolamin-haltigem und Cholin-freiem Medium interessant. 

Die Kultivierung in diesem Medium verhindert eine Verankerung von Cbps in der Zellwand 

der Pneumokokken [197].  

 

Neben dem Induktionsmechanismus sollte die Funktion von KLF4 in Makrophagen bei 

Infektion mit Streptococcus pneumoniae weiterführend untersucht werden. Die gewonnenen 

Zytokinergebnisse könnten durch einen Bindungsnachweis von KLF4 an den IL-10 bzw. 

KC/IL-8 Promoter in BMMs nach Pneumokokkenstimulation mittels Chromatin-

Immunopräzipitation untermauert werden. Zudem sollte die Relevanz der in vitro Ergebnisse 

durch in vivo Infektionsversuche getestet werden. Da KLF4 knockout Mäuse innerhalb kurzer 

Zeit nach der Geburt versterben [84] und auch postnatal induzierbare, systemische KLF4 

knockout Tiere einen starken Phänotyp ausbilden (verminderte glattmuskuläre 

Zelldifferenzierung und verstärkte Gefäßfragilität [198]), sind diese für in vivo 

Infektionsversuche ungeeignet. Aus diesem Grund ist der Einsatz einer spezifischen KLF4 

knockout Maus für myeloide Zellen (B6.129P2-Lyz2tm1(cre)Ifo/J) bzw. Lungenepithelzellen 

(CRE-C57BL/6J-Tg(Nkx2-1-cre)2Sand)/J) anzuraten, um die Funktion von KLF4 in Monozyten/ 
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Makrophagen bzw. pulmonalen Epithelzellen in der Pneumokokkenpneumonie in vivo zu 

untersuchen. Nach oraler Infektion der WT, myeloiden KLF4 KO und epithelialen KLF4 KO 

Mäuse mit Pneumokokken sollten der Verlauf des Gewichts sowie die Sterblichkeit der Tiere 

als mögliche Parameter für das Outcome der Infektion verglichen werden. Zudem sollte zu 

verschiedenen Zeitpunkten eine Bronchoalveoläre Lavage (BAL) durchgeführt werden, um 

die Bildung der Zytokine IL-10 und KC/IL-8 in der Lunge mittels ELISA aus den BAL-

Proben zu messen. 

Auch in vitro sind weiterführende Experimente zur Untersuchung der Funktion von KLF4 in 

Makrophagen bei Pneumokokkeninfektion vorgesehen. Alder et al. und Feinberg et al. 

schreiben KLF4 einen Einfluss auf die Differenzierung von Makrophagen in 

proinflammatorische M1 bzw. antiinflammatorische M2 Makrophagenphänotypen zu         

[85, 94]. Die gewonnenen Zytokinergebnisse lassen vermuten, dass KLF4 in BMMs bei 

Infektion mit Streptococcus pneumoniae wahrscheinlich eine Differenzierung in M1 

Makrophagen fördert. Dies könnte durch eine vergleichende Untersuchung der Expression 

von M1 (wie iNOS) bzw. M2 (wie Arginase-1) Differenzierungsmarkern durch WT bzw. 

KLF4 KD BMMs nach Pneumokokkenstimulation untermauert werden (beispielsweise auf 

Proteinebene mittels Western Blot). Ergänzend ist eine Untersuchung der Bedeutung von 

KLF4 für die Phagozytosefähigkeit der BMMs zu erwägen, beispielsweise mittels 

Phagozytose-Assay (siehe Kapitel 4.2.2.4) unter Einsatz von WT und KLF4 KD BMMs.  

Zudem sollte der lichtmikroskopisch beobachtete Einfluss von KLF4 auf die Pneumokokken-

abhängige „Zerstörung“ der BMMs genauer untersucht werden. Die Frage, ob dieser 

Beobachtung ein gesteigerter Zelltod oder eine Destabilisierung des Zytoskeletts von noch 

lebendigen BMMs zugrunde liegt, ließe sich mit einer Tryptanblau-Ausschluss-Färbung der 

BMMs nach Pneumokokkenstimulation zum Nachweis der Zelllebendigkeit klären [199]. Zur 

Unterscheidung zwischen gesteigerter Apoptose oder Nekrosse der WT bzw. KLF4 KD 

BMMs nach Pneumokokkenstimulation könnte die Bindung von Annexin V sowie der Uptake 

von Propidiumiodid mittels Durchflusszytometrie (FACS) quantifiziert werden [200].  

 

Ein weiterer Schritt in diesem Projekt ist die Übertragung der murinen in vitro Ergebnisse auf 

humane Zellsysteme. Die Experimente zur Untersuchung des Induktionsmechamismus sowie 

der Funktion von KLF4 bei Stimulation mit Pneumokokken sollten in humanen 

Primärmakrophagen aus dem Buffy-Coat oder aus BAL-Proben wiederholt werden. 
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Insgesamt bleibt zu hoffen, dass die Entschlüsselung des Induktionsmechanismus und ein 

tieferes Verständnis der zellspezifischen Funktion von KLF4 in der 

Pneumokokkenpneumonie zur Entwicklung neuer Interventionsmöglichkeiten beitragen kann, 

die derzeitige Therapiemöglichkeiten sinnvoll ergänzen und erweitern. 
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